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1 ABSTRAKT

Cil prace: Podani piehledu o obecné charakteristice lidskych papilomavira a
nejrizikovéjsich genotypech. Vyhodnoceni laboratorni diagnostiky ve Vseobecné

fakultni nemocnici Praha a Fakultni nemocnici Hradec Kralové.

Metody: Soubor vysledki HPV diagnostiky u Zen rizného véku v obdobi 2/2013
—04/2014 a porovnani vysledkti z obou nemocnic se zaméfenim na nejcastéjsi genotyp a

nejrizikovéjsi vékovou skupinu.

Vysledky: Ve Vseobecné fakultni nemocnici byly pouzity ke stanoveni
papilomaviri dvé laboratorni metody, u metody Cobas® 4800 bylo 28% vzorki
pozitivnich a u metody Linear Array HPV 35% vzorki. Stejny vysledek byl dosazen i u
vzorki z Fakultni nemocnice Hradec Kralové, kde se pozitivita pohybovala také kolem
35%. Nejvice vzorki bylo pozitivnich u zen ve véku 20 — 29 a nejcastéjSim genotypem

byl HPV 16.

Zavér: Vysledky z obou nemocnic byly porovnany se studii ¢eskych Zen autorti
Tachezy a kol., které potvrdily vyskyt nejcastéjsiho genotypu HPV 16 a také
nejrizikovejsi skupinu zen ve véku 20 — 29 let. Rozdilné vysledky genotypt byly pouze
u metody Cobas® 4800, které byly zptisobené jinou skladbou pacientek, jelikoZ v nasem
souboru byly zatazeny jak vzorky od pacientek s riznymi obtizemi, tak pacientky zcela

bez obtizi.

Klic¢ova slova: lidské papilomaviry, rakovina déloZniho ¢ipku, laboratorni diagnostika

HPV



1 ABSTRACT

Background: Is to give an overview of general characteristic of human
papilomaviruses and the most dangerous genotypes. Evaluation of laboratory diagnostics

from General faculty hospital in Prague and Faculty hospital in Hradec Kralové.

Methods: Collection of HPV results from women of various ages between 2/2013
—04/2014 and comparsion of results from both hospitals with focus on the most common

genotype and high risk age group.

Results: Two methods were used for assessment of papilomaviruses in General
faculty hospital. With method Cobas® 4800 28% samples were positive. With method
Linear Array HPV 35% of samples were positive. Same results were reached with
samples at Faculty hospital in Hradec Kralové. Where the positivity of results was around
35%. Most positive results were from women between the age of 20 — 29 and the most

common genotype was HPV 16.

Conclusions: Results from both hospitals were compared with study of Czech
women from authors Tachezy and collective. That confirmed that the most common
genotype is HPV 16 and that the high risk group are women between 20 — 29 years old.
Different results of genotypes were reached only with the method Cobas® 4800 which
were caused by different composition of patients. Since patients with various health

problems and also patients with no problems have been put into this collection.

Key words: human papilomaviruses, cervical cancer, laboratory diagnostics HPV



2 UVOD

Teoreticka ¢ast

Tato Cast je zaméfena na obecnou charakteristiku lidskych papilomaviri. Budou
zde popsany obecné vlastnosti, rozdéleni papilomavird, jejich patogeneze, onemocnéni,

ktera zpusobuji, moznosti vakcinace a l1écba.

Prakticka cast

Praktickd cast je vénovana vysoce rizikovym genotypim a jejich laboratorni
diagnostice v STD laboratofi V§eobecné fakultni nemocnice v Praze v¢etné zpracovani a

vyhodnoceni vysledkd.

Prakticka cast je také obohacena o srovnani vysledkit HPV diagnostiky provadéné
ve VSeobecné fakultni nemocnici Praha s vysledky z Fakultni nemocnice Hradec
Kralové. Toto srovnani znazoriiuji grafy, diky kterym lze ziskat piehled o vysledcich
HPV diagnostiky a ptfevladajicich genotypech véetné vyskytu HPV v rtiznych vékovych

skupinach.



3 ZADANI BAKALARSKE PRACE

Tato prace je vypracovana jako prace experimentalni. Ma podat zakladni informace
o obecnych vlastnostech, patogenezi a rizikovosti lidskych papilomavird a také

nejcastéjSich genotypech.

4 CIL BAKALARSKE PRACE

Cilem této prace je sezndmeni se zdkladni problematikou lidskych papilomavird,
které patii k velmi rozsifenym patogeniim a mohou vést az k malignim zménam. Dale
pak zpracovat vysledky HPV diagnostiky provadéné ve Vseobecné fakultni nemocnici
Praha za obdobi 2/2013 — 04/2014 a tyto tidaje porovnat s vysledky z Fakultni nemocnice
Hradec Kralové a zjistit tak vyskyt HPV v populaci zen a nejrizikové&jsi vékovou skupinu

vcetné nejcastéjSich genotyptt HPV.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Historie

Klinické projevy infekce dolniho genitalniho traktu lidskymi papilomaviry jsou
V historii mediciny popisovany jiz po 2. tisicileti. Genitalni bradavice byly znamé jiz za
Hippokrata (460 — 377 pf. n. 1.). Za prvni pokus o identifikaci a charakterizaci
papilomavirt Ize povazovat pokus zr. 1907 1ékate G. Ciuffa, ktery si inokuloval na
vlastni pfedlokti hruby filtrat z bradavic a ukdzal tak, ze agens, které je vyvolava, je

prenosné (1).

Vlastni virova etiologie koznich bradavic byla potvrzena az v roce 1949, kdy byly

pomoci elektronové mikroskopie zobrazeny virové Castice v extraktu z téchto bradavic

D).

V roce 1983 pak zur Hausen, Gissmann a jejich spolupracovnici identifikovali HPV
16 v prekancerdzach délozniho hrdla (7). V roce 1985 byla prokazana HPV DNA v

bunkach cervikalniho karcinomu (24).

5.2 Charakteristika

Lidské papilomaviry patii mezi tzv. DNA viry, jejichz genom obsahuje DNA. Do
roku 1999 byly tyto viry fazeny do Celedi Papovaviridae. Toto oznaceni bylo zkratkou
nazvu hlavnich predstavitelii této celedi - papilomavird, polyomavirii a tzv. vacuolating

viru.

V soucasné dobé¢ patii lidské papilomaviry do ¢eledi Papillomaviridae. Taxonomie
této rozsahlé Celedi, kterd zahrnuje 29 rodu se 189 papilomaviry savct, ptaki a plazd, je
pomérné nepiehlednd. Jednotlivé rody jsou oznaCovany feckymi pismeny a lidské
papilomaviry (celkem pies 130) jsou fazeny v péti rodech Alfa, Beta, Gama, Mu a Nu

papilomavirus (4).
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Papilomaviry patii mezi neobalené (bez lipoproteinového obalu) viry s kubickou
(ikosahedrickou) symetrii, jejichz kapsida se sklada ze 72 kapsomer. Velikost viru se
pohybuje kolem 55 nm. Kapsida se skldd4d ze dvou proteini — hlavniho kapsidového
proteinu s molekulovou hmotnosti piiblizné¢ 56000 daltonti, mensiho kapsidového
proteinu o pfiblizné 76000 daltonech. Virus je jako vétSina neobalenych virti znacné
odolny vu¢i zevnimu prosttedi i béznym desinfekénim latkdm, coz vede naptiklad

k prokazanému ptenosu koznich papilomaviri ze spole¢nych sprch.

Obrazek 1 — Lidsky papilomavirus (upraveno podle Oncogyn.com)

DNA papilomavirit je dvouzavitnicova, kruhové uspofddand a obsahuje kolem
8000 pard bazi. Ve struktuie DNA jsou zastoupeny piedevsim Useky s transkripéni
funkci, tzv. open reading frames (ORF). Jsou to jednak useky E 1-8 (early transcription
regions), kodujici casné nestrukturalni proteiny E 1-8. Dale jsou ptitomny useky L 1-2
(late transcription regions), které behem produktivni faze infekce koduji tvorbu
strukturalnich proteinti (L 1 kdduje tzv. hlavni kapsidovy protein, L 2 vedlejsi kapsidovy
protein). Mezi L 1 — E 6 leZi nekodujici useky (NCR - non coding region) s nejasnou
funkci a dva useky s funkci kontroly virové replikace - long control region (LCR) a upper

regulatory region (URR). (11).

12
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Obrazek 2 — Organizace genomu papilomavirt (upraveno podle Roche.cz)

5.3 Déleni papilomaviri

V soucasnosti je znamo vice nez 130 typl lidskych papilomavirt. Podle rozdilt
v sekvencich pro jednotlivé proteiny se papilomaviry déli do rodd, znichz
nejvyznamnéjSimi jsou Alphapapillomavirus, kam jsou napiiklad fazeny genitalni
papilomaviry s vysokym rizikem vzniku maligni 1éze a Betapapillomavirus, jejichz
zastupci zpiisobuji zejména infekce v latentni formé a aktivuji se predev§im pfi snizené

obranyschopnosti (8, 23).

Existuje cel4 fada jinych klasifikacnich kritérii pro jejich déleni. HPV viry tak lze
také rozdélit na zaklade jejich tkanové specifity na kozni a slizni¢ni typy. PouZivangjsi a
klinicky vyznamnéjs$i je déleni vychazejici z rizika vyvolani nadorovych zmén délozniho
¢ipku. Dle klasifikace Svétové zdravotnické organizace jsou lidské papilomaviry fazeny
mezi vysoce rizikové (high risk, HR genotypy), kam patii skupina 1 a 2A a mezi nizko
rizikové (low risk, LR genotypy), kam je fazena skupina 3. Skupina 2B pak zahrnuje
genotypy, u kterych se zatim nepodaftilo jasné prokazat vztah ke karcinomim délozniho

hrdla. Vice v tabulce 1 (23).
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Tabulka 1 — Déleni HPV dle maligniho potencialu na vznik karcinomu délozniho hrdla

a) déleni dle WHO (upraveno dle citace 23)

Vysoce rizikové | Skupina 1 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Skupina 2a 68
Skupina 2b 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82

Nizce rizikové Skupina 3 6, 11

b) déleni na HR a LR (upraveno dle citace 9)

HPV LR |6, 11, 42, 40, 43, 44, 54,61, 72, 81

HPV HR | 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82

5.4 HPV typy s nizkym rizikem

HPV typy s nizkym rizikem maji za nasledek pfedevs§im vznik bradavic. RozliSuje
se n¢kolik typli: bézné bradavice — verrucae vulgares (napf. plantarni bradavice — verrucae
plantares, stfapcovité bradavice — verrucae filliformes), ploché bradavice — verrucae
planae juveniles a genitalni bradavice — condylomata accuminata (viry, které zpisobujici
vznik bradavic, jsou HPV 1, 2, 4, 7, 27, 57, 60, 65, z autoinokulace HPV 6 a 11 (19).

Nejcastéjsi formou jsou verrucae vulgares, které se mohou vyskytovat kdekoliv na
sliznicich 1 téle. Jejich klinickou formou jsou naptiklad verrucae plantares, které se
projevuji jako hyperkeratotické ,kvétakovité“ 1éze na ploskach (planta — chodidlo),
rychle se §ifi a recidivuji. Verrucae filliformes se vyskytuji nejcastéji v oblasti rtii nebo
ustnich koutkd. Verrucae planae juveniles se tvofi zejména na tvafi, rukou a na predlokti

a na rozdil od béznych bradavic nemaji kvétakovity vzhled, ale jsou ploché (6).

Pro oblasti genitalii je pak typicky vyskyt Condylomata accuminata. Nejmén¢ Casta

jsou uretralni kondylomata, ktera v 70% ptipadi postihuji uretru v tseku do nékolika
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centimetr od zevniho Usti a projevuji se predevsim zménami proudu moci, dysuriemi
nebo krvavym vytokem. Zcela vzacnym nalezem jsou kondylomata na sliznici mo¢ového

meéchyte (8).

Mezi slizni¢ni benigni onemocnéni Ize fadit fokalni epitelidlni hyperplazii, ktera se
u nds vyskytuje velmi ziidka, ale je endemickym onemocnénim v populaci Eskymakt a

severoamerickych indianti. Za toto onemocnéni jsou zodpovédné typy HPV 13 a 32 (27).

K castéjSim onemocnénim patii i papillomatdza laryngu. Vyskytuje se sporadicky
u kojencu v diisledku prostupu porodnimi cestami matky a pozdéji ve véku kolem tfi let.

Infekce se muize manifestovat 1 v podobé papilomi nazalnich, konjunktivalnich, na

vickach o¢nich a v hornich dychacich cestach (19). Postihnout mtize i dosp¢lé.

Tabulka 2 — Onemocnéni a souvisejici typy HPV (upraveno dle citace 16)

Onemocnéni Casté HPV asociace Méné casté HPV asociace
plantarni bradavice 1,2 4,63
bézné bradavice 2,1, 4 26, 27, 29, 41, 57, 65, 77
bradavice u lidi, ktefi
pracuji s masem, 7,2 1, 3,4, 10,28
drtibezi nebo rybami
f)’lo"he astredni 3,10 26, 27, 28, 38, 41, 49,75, 76
radavice
verruciformni 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38,

epidermodysplazie

58,9, 12,14, 15,17

47, 49, 50, 93

condylomata

16, 18, 31, 33, 35, 40, 42, 43, 44, 45,

acuminata 6, 11 ?é, 52,53, 54, 55, 56, 58, 59, 66, 68,
intraepitelialni 26, 30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62,
neoplazie 67, 68, 69, 71, 81, 83

respiracni 6, 11 16, 18, 31, 33, 35, 39

papillomatdza

fokalni ep_ltellalm 13, 32 18, 33, 45

hyperplazie

papillom spojivky 6, 11, 16

ostatni kozni 1éze

36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 88, 92, 93,
94, 95, 96, 107, 110, 111

ostatni genitalni 1éze

30, 84, 85, 86, 87, 89, 90, 91, 97, 101,
102, 103, 106

15




5.5 HPV typy s vysokym rizikem

wrwe

karcinomau.

Prekancerozy jsou patologické zmény tkané, které nelze definovat jako nadorové
bujeni, ale které za urcitych okolnosti mohou ve zhoubné nadorové bujeni prejit (30). Od
malignich nadora se li§i zejména schopnosti spontanniho zhojeni. Mezi nejcastéjsi typy
prekancer6z patii vulvarni vaginalni intraepitelidlni neoplazie (ValN), intraepitelidlni

neoplazie (VIN) a cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN).

Za urcitych okolnosti mohou prekancerozy piechdzet do stddia malignit. Mezi
nejéastéj$i malignity patii karcinom délozniho hrdla. Tento karcinom je v 70% spojen
s HR-HPV typu 16 a 18 (9). Vysoce pravdépodobna je i souvislost HPV se vznikem

karcinomu orofaryngu a rakoviny v analni oblasti.

Tabulka 3 — Karcinomy asociované s HPV infekci v USA v letech 2004 - 2007

(upraveno dle citace 23)

L okalizace Prﬁmérlvl)'f,poévetv Aso_ciace HPV HPV 16/18
onemocnéni roéné infekce

délozni hrdlo 11845 11370 9000
vagina 714 460 400

vulva 3062 1560 1350
anus a rektum 2977 2770 2590
orofarynx 2306 1450 1380
Zeny (celkem) 20903 17610 14720
penis 1000 360 310

anus a rektum 1618 1500 1410
orofarynx 8936 5630 5360
muZi (celkem) 11553 7490 7080
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cervikalni karcinom: 0,5 mil.

pravé prekancer6zy (CIN 2/3): 10 mil.

cervikalniléze (CIN 1=2): 30 mil.

kondylomata: 30 mil.
celozivotni riziko: >10 %

infekce HPV
bez detegovatelnych
abnormalit 300 mil.

Obrizek 3 — Cetnost projevii infekce viry HPV (upraveno podle hpv-guide.cz)

5.6 Prenos a proliferacni cyklus

Mistem vstupu HPV do organizmu jsou mikrotraumata kiize a sliznice.
NejcastéjSim zplisobem prenosu genitalnich papilomavirii je sexudlni styk, mozny je i
nepohlavni pfenos, kdy se mohou papilomaviry ptenaset na pohlavni organy z rukou nebo
ust. Neni ani vyloucen pienos pies infikované pradlo vySetfovanych osob nebo
autoinokulaci viru prsty. Pfipoustén je 1 pfenos z matky na dité nebo piimym kontaktem

s kuzi.

U negenitalnich papilomavirl probihé pfenos hlavné ve vetejnych zatizenich, jako
jsou bazény nebo sprchy a to pfimym kontaktem kliZze s kontaminovanym povrchem.
Pfenos je mozny i autoinokulaci, kdy Skrabanim postizeného mista dochazi k Sifeni

bradavic do okoli.

Zivotni cyklus virti je spojen s diferenciaci keratinocyti (epitelialni bunék). Po
vstupu do organizmu se papilomaviry replikuji v piislusnych permisivnich buikach,
zvlasté¢ v bunkach dlazdicového epitelu a predilekéné v oblasti metaplastického
dlazdicového epitelu (11). Zralé virové partikule se tvoii v ramci replikacniho cyklu az v

terminaln¢ diferencovanych keratinocytech (27).
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Obrazek 4 — Vyvoj HPV infekce (upraveno podle remedia.cz)

Inkubaéni doba od infekce k objeveni se prvnich klinickych ptiznakl je 1 az 6
mésict (14). Hlavni vyznam HPV infekce pro rozvoj zavaznych onemocnéni plyne
z perzistence viru v epitelialnich buiikach (fadové roky) a v integraci virového genomu

HR HPV do bunééného jadra (19).

S infekci se alesponl jedenkrat za zivota setka vice jak 75 — 80% sexualné aktivni
populace. Ve vétsiné piipadu je vSak HPV infekce béhem jednoho roku eliminovana

imunitnim systémem a nedojde k rozvoji onemocnéni (23).
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5.7 Rizikové faktory

Jelikoz je HPV infekce pifenaSena predevSim pohlavnim stykem, nejvetSim
rizikovym faktorem je stfidani sexualnich partnert pii nechranéném pohlavnim styku, a
to jak u zen, tak 1 u muzl. Rizikovost stoupa i s prodélanim vétsiho poctu porodi.
Nevylucuje se ani moznost, Ze jsou vice nachylné osoby, které trpi jinou pohlavné
prenosnou chorobu. Dal$im faktorem byva oslabena imunita, proto jsou k HPV infekcim
vice citlivé napfiklad osoby HIV pozitivni nebo pacienti, ktefi podstupuji
imunosupresivni 1é¢bu. Rizikovymi osobami mohou byt i lidé s cukrovkou nebo

poruchou §titné Zlazy.

V poslednich letech byva také odhalovdna nepfima souvislost se vznikem
onemocnéni a karcinomu u Zen, které uzivaji hormonalni antikoncepci, jelikoz tyto
uzivatelky maji zpravidla rizikovéjsi chovani — mivaji vyssi pocet partnerti, ¢asnéjsi
koitarche (prvni pohlavni styk), ¢astéji koufi, mén¢ uzivaji bariérovou kontracepci jako
prevenci STD a maji ¢astéjsi vyskyt ektopie na ¢ipku (5). V neposledni fadé mize k HPV
infekci prispét 1 geneticka predispozice, nedostateCna hygiena a nepfimo 1 uzivani drog

¢1 niZ8i socioekonomicky status.

5.8 Rakovina délozniho hrdla

Rakovina délozniho hrdla je dle literatury druhou nejcastéjsi rakovinou u Zen na
celém svété (20). PovaZuje se za prokazané, Ze za téméf vSechny nadory déloZniho hrdla
je zodpovédna infekce lidskym papilomavirem. Incidence (pocet novych onemocnéni na
100 000 Zen za rok) v Ceské republice je v poslednich 10 letech stale vysoka a to i presto,
ze dochazi k mirnému poklesu. Pohybuje se okolo 20/100 000. Mortalita (pocet umrti na
100 000 Zen za rok na toto onemocnéni) je ptiblizn€ 8/100 000.
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Obriazek 5 — Vyskyt karcinomu délozniho hrdla v CR — vyvoj incidence a mortality

(upraveno podle remedia.cz)

Zhoubné nadory délozniho hrdla jsou nalézany jiz u zen po 20. roce zivota, prvniho
vrcholu vyskytu dosahuji kolem 50. roku Zivota, druhého, nizs§iho kolem 60. roku Zivota
(26).

Ve vice jak 70% jsou za vznik karcinomu délozniho hrdla zodpovédné HPV typy
16 a 18. Ostatni genotypy se na kancerogenezi podili jen zanedbatelné. Cely proces
rozvoje rakoviny déloZzniho ¢ipku trva nékolik let, vyjimecné jsou popisovany rychlé

prubéhy s rozvojem karcinomu jiz do dvou let od nakazy.

Casné stadium probiha bezpiiznakové, proto je velice obtizné odhalit karcinom v
pocatcich. Pozdni ptiznaky jsou uz pak projevem rozvinuté infekce a zmén v déloznim
hrdle. Mezi n¢€ patii krvaceni mimo cyklus, krvaceni po styku, bolest, vytok nebo potize

S mocenim.
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K rastu karcinomu dé€lozniho ¢ipku dochazi zejména na povrchu cervixu.
Exocervikalni forma je Castéjs$i a vytvaii objemné kvétakovité kiehké nddorové masy,
které prominuji do pochvy a kontaktné silné€ krvaceji. Naproti tomu endocervikalni forma
roste Casto dlouhou dobu zcela bez ptiznak, s invazivnim charakterem ristu smérem do
parametrii, a rychle se Sifi do lymfatické spadové oblasti. Mohou tak byt postizena
parametria, vaginadlni epitel, myometrium krcku a téla d€lozniho, lymfatické uzliny
paracervikdlni, parametridlni, podél ilickych arterii, presakraln¢ a sakralné, dale

ingvinalni a paraaortalni uzliny (15).

Pro maligni bujeni je charakteristicka nejen nekoordinovana bunécna proliferace,
ale 1 schopnost infiltrativniho rtstu (25, 29). Pokud nador roste do okoli, mtize dojit ke
vzniku tumordznich pistéli az stvorbou pseudokloaky. V pozdnim stadiu se také

vytvareji Casto metastazy, nejcastéji do jater a plic.

K hledani zmén na bunikach dé€lozniho &ipku, které by mohly vést ke vzniku
rakoviny, se pouziva cervikalni screening (3). Tento screening je velmi dulezity pro

prevenci a v€asnou diagnostiku karcinomu. Diky nému se ve vyspélych zemich vyrazné

snizila incidence 1 tmrtnost.

Obrazek 6 — Nadorové bunky délozniho ¢ipku (upraveno podle cancer.org)
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Prikaz prekanceréz délozniho hrdla je mozny pomoci prebioptickych metod a
cilené biopsie (12). Diagnostiku Ize i provést pomoci zobrazovacich metod (CT
vySetienim, magnetickou rezonanci, radioizotopovou nefrografii nebo ultrazvukem),
které pomohou zhodnotit také piipadné metastazy. Na zakladé téchto vySetieni se pak
nalez zatazuje do ur€itych stadii od toho nejleh¢iho, kdy je nador omezen pouze na

délozni ¢ipek az po te€zké, kdy nador proniké do okolnich organti a tvoii se metastazy.

Prekancerdzy, zmény cervikalnich epitelidlnich bunék, které mohou vést k rakoviné
délozniho hrdla, byly historicky c¢lenény nékolika klasifikacemi. Dnes dominuje
Richardova klasifikace stupiiti cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN). CIN 1 oznacuje
nizky stupen, ktery odpovida lehké dysplazii, CIN 2 a CIN 3 jsou pak oznacovany jako
vysoké stupné a jsou vysledkem stfednich az téZkych dysplazii, u kterych je riziko vzniku

malignit nékolikrat vyssi neZ u nizkého stupné.

Tabulka 4 — Riziko maligniho zvratu (upraveno dle citace 32)

CIN1 riziko maligniho zvratu 2%
CIN 2 riziko maligniho zvratu 5%
CIN 3 riziko maligniho zvratu 20%

Obrazek 7 — Karcinom délozniho ¢ipku (upraveno podle onkogyn.cz)
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5.9 Vakcinace

Ackoliv se lze pred HPV do jist¢ miry chrénit, napfiklad bariérovymi
kontracepcnimi pomuckami nebo prevenci v oblasti zivotniho stylu, papilomaviry se

pienasi 1 mimo pohlavni styk, proto nelze nikdy vyloucit moznost nakazy.

Ditikazy o etiologické souvislosti HPV infekce s rozvojem karcinomu délozniho
hrdla vedly k vyvoji profylaktickych vakcin, jejichz zakladem je viru podobna Castice
(virus like particles, VLP) tvoiena hlavnim kapsidovym proteinem L1 (25). Principem
profylaktické vakciny je schopnost organismu vytvotit pamét'ové bunky a protilatky proti

predlozené struktuie (VLP). (10).

HPV vakciny lze rozdélit do dvou skupin — vakciny preventivni, jejichz aplikace
navodi v organismu tvorbu neutralizacnich protildtek schopnych zabrénit infekci, a
vakciny terapeutické (ve stadiu klinickych zkousek), které indukuji tvorbu specifickych
imunitnich bun¢k namifenych proti Casnym virové specifickym proteintim,

exponovanym na povrchu infikovanych/pozménénych bunék (13).

V soucasné dob¢é jsou kdostani dvé rekombinantni vakciny — Cervarix
(GlaxoSmithKline®) a Silgard (Merck®). Cervarix je bivalentni vakcinou, jelikoz ma
antigenni slozeni VLP proti genotyptim 16 a 18. Silgard je oproti tomu kvadrivalentni,

ucinkuje proti genotypiim 6, 11, 16 a 18.

Ockovani je vhodné pro divky ve véku 9 — 25 let, ale vakcinovat lze i chlapce a
7eny nad 25 let. Uinnost vakciny proti HPV typ 16 a 18 je u dospivajicich, ktefi jests
nezah4jili pohlavni Zivot, blizkd 100%. U divek a Zen, které jiz Ziji pohlavnim Zivotem,
se udava uéinnost vakciny 70 — 80% pii normalnim gynekologickém nalezu. Podle Ceské
gynekologicko-porodnické spole¢nosti mohou byt ockovany i Zeny s abnormalnim
vysledkem cytologie, kondylomaty ¢i oSetfenou prekancerdzou v anamnéze, ale benefit

vakcinace bude nizsi (17).
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Tabulka 5 — Zakladni charakteristiky vakcin (upraveno dle citace 25)

Nazev pripravku

Silgard/Gardasil

Cervarix

Cilova onemocnéni

Prekancerozy délozniho hrdla,
zavazné prekancer6zy vaginy a
zevniho genitalu, karcinom
délozniho hrdla, kondylomata

acuminata

Prekancerozy délozniho hrdla,

karcinom délozniho hrdla

Intervaly i.m. ockovani

0 -2 — 6 mésicu

0—-1- 6 mésicu

Antigenni slozeni (VLP) [6/11/16/18 16/18

Mnozstvi L1 VLP 20 ug HPV 6 20 pg HPV 16
40 ug HPV 11 20 ug HPV 18
40 ug HPV 16
20 ug HPV 18

Sérokonverze po 100% 100%

dokonceni ockovaciho

schématu

Ochrana proti jakymkoliv | 94 — 100% 95 — 100%

CIN zpiisobenym HPV

16/18

Cilova veékova skupina 9— 26 let 10 — 25 let

Rekombinantni systém

Kvasinkovy expresni systém v

Sacharomyces cerevisiae

Bakulovirovy expresni systém

v Trichoplusnia

Nezadouci ucinky

Nevyznamné

Nevyznamné

Doba sledovani

vakcinované populace

5 let

6,4 roku
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Pro hodnoceni ¢innosti HPV vakcin a pfinos pro praxi jsou klinicky vyznamné
vysledky prevence onemocnéni. Z dostupnych studii je patrné, Ze mezi titrem protilatek
a klinickou ucinnosti neni u HPV vakciny pfima iimérnost. Délka ochrany obou vakcin
je dosud prokazana na 5,5 let u kvadrivalentni, resp. 6,4 let u bivalentni vakciny (10). |

piesto je nutné u ockovanych Zen pokracovat v cervikalnim screeningu, protoze soucasna

vakcinace pokryva priblizné 80% HPV infekci.

U vakein Cervarix a Silgard byla také prokdzana tzv. zkiizena protekce. Diky tomu
mohou byt vakcinované zeny do jisté miry chranény pied vznikem anogenitalnich 1ézi
spojenych s nevakcindlnimi typy HPV, které jsou fylogeneticky ptibuzné s HPV typy
obsazenych ve vakcingé. Na piesném vysvétleni principu tohoto fenoménu se stale

intenzivné pracuje.

5.10 Lécba

Lécba by méla byt zahajena na zakladé objektivniho klinického nélezu. V ptipadé
subklinické genitalni infekce HPV (tj. bez pfitomnosti kondylomat nebo intraepitelialnich
1ézi ovétenych kolposkopii, biopsii, aplikaci kyseliny octové nebo detekci HPV
laboratornimi testy) neni 1é€ba doporuc¢ovana. Genitalni HPV infekce se €asto zhoji sama

a také neni znama 1é¢ba, ktera by infekci mohla eradikovat (31).

U symptomatickych koznich ¢i slizni¢nich 1€zi, které jsou makroskopicky patrné,
je cilem lécby predevsim jejich odstranéni. Vétsina 1ézi vyvolanych HPV se odstranuje
chirurgicky (excize klickou, konizace laserem nebo skalpelem). Méné Casto se v

nékterych piipadech pouzivaji destrukéni techniky (kryoterapie, CO2, laser). (27).

Chirurgicky lze zasahnout i1 pii 1é¢bé karcinomu délozniho hrdla, zejména
v Casnych stadiich. U mikroskopickych nadorii postacuje u zen planujicich téhotenstvi
pouhé odstranéni postizené ¢asti délozniho hrdla. Takovy operacni zékrok se nazyva
konizace. U Zen s ukoncenymi reprodukénimi plany je dostacujici odstranéni délohy,

nejéastéji poSevnim pristupem (26).

U pokrocilych stadii, kdy dochézi k Sifeni projevii do okolnich tkéni nebo orgéanti,

se pouziva ozafeni, které byva doplnéno chemoterapii. U pacientek s pokrocilym
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onemocnénim a tvorbou metastdz je podavana samostatna chemoterapie, predevsim

aplikace protinadorovych 1ékt (cytostatik).
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6 PRAKTICKA CAST

V této kapitole bude probrana laboratorni diagnostika lidskych papilomavirt v STD
laboratofi Ustavu lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky Vieobecné fakultni

nemocnice a 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

6.1 Polymerazova retézova reakce - PCR

Polymerazova fetézova reakce je metoda pouzivana k mnozeni (amplifikaci)

specifického useku DNA na principu replikace nukleovych kyselin.

K syntéze nového vlakna DNA se pouziva enzym DNA polymeraza, nejcastéji pak
polymeraza ziskana z termofilni bakterie Thermus aquaticus (Tag polymeraza), ktery je
schopny syntetizovat komplementarni vldkno podle templatu jednovlaknové DNA.
ProtoZze metoda PCR vyuziva amplifikace hledané¢ho specifického tseku nukleovych

kyselin, je schopna detekovat i jeho velmi malé mnozstvi.

PCR reakci 1ze rozdélit na 3 €asti. V prvni fazi dochdzi k denaturaci DNA, pii které
se rozru$i vodikové mustky a uvolni se dvousroubovice (denaturation). V druhé fazi
dojde k nasednuti (annealing) primerti na komplementarni 3" konce DNA, kam se také
navaze DNA-polymeraza. Ve treti fazi dochazi k syntéze DNA, kdy je ve sméru od 5'
konce k 3' konci dotvofeno (elongation) vldkno DNA komplementarni k plvodni

molekule.

Produkty reakce se nazyvaji amplikony. PCR obecné probihd v pfistroji zvaném
cycler, ktery provadi rychlé cyklické zmény teploty, pfi kterych je umozZnéna denaturace
DNA, navazani primeri na oba fetézce denaturované DNA a dotvofeni

komplementarnich fetézci. Pii kazdém cyklu se po¢et amplikond zdvojnasobi (2).

6.1.1 Systém Cobas® 4800

Systém Cobas® 4800 je plné automatizovany systém od piipravy vzorkii po vlastni

polymerazovou fetézovou reakci. Test specificky detekuje HPV 16 a HPV 18 a soucasné
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detekuje 1 ptitomnost vysoce rizikovych typu (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a
68).

Cobas® 4800 HPV pracuje ve dvou zakladnich krocich. Prvnim je automatizovana
ptiprava vzorkil pro simultdnni extrakci HPV z bunééné DNA. Ve druhé fazi dochazi
k amplifikaci cilovych sekvenci HPV DNA pomoci paru specifickych primert s detekci
produktu v realném ¢ase pomoci zna¢enych sond. Soubézna extrakce, amplifikace a
detekce B-globinu v testu Cobas® 4800 HPV monitoruje cely postup testu jako interni
kontrola reakce (21).

Obrazek 8 — Cobas® 4800 (upraveno podle roche.com)

Vlastni detekce vysledného produktu reakce probihd na obecném principu
hydrolyzac¢ni sondy, kdy oligonukleotid sondy je znacen dvéma latkami. Jedna funguje
jako vlastni fluorofor (nositel fluorescen¢niho signalu) a druhd jako jeho zhasec¢. Pfi
spravném nasednuti sondy na komplementérni vlakno je pti elongacni fazi kazdého PCR
cyklu 57 - 3" nukleazovou aktivitou DNA polymerazy (v tomto piipadé¢ EagleZ05 DNA
polymerazy) zhase¢ hydrolyticky odstépen a tim dojde k emitaci svételného signalu o
specifické vinové délce v zavislosti na pouzitém fluoroforu. Tato specifické vinova délka
pro kazdé barvivo umoznuje nezavisle zméetit HPV 16 amplikon, HPV 18 amplikon, jiné
vysoce rizikové amplikony (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68) a 3-globinovou
kontrolu, protoze sondy specifické pro tyto sekvence jsou oznaceny rtiznymi barvivy

(21).

28



Obrazek 9 — Piiprava vzorki pro vySetfeni (upraveno podle roche.com)

Veskerou validaci testll a cykld provadi software Cobas® 4800, ktery vyhodnoti
pozitivni vysoce rizikové genotypy jako POS HR HPV a negativni jako NEG HR HPV.
Cobas® 4800 dale rozlisuje dva nejrizikovéjsi HPV typy (HPV 16 a 18), které
vyhodnocuje samostatné jako POS HPV 16 a POS HPV 18.

Negativni vysledek nevylucuje ptitomnost HPV infekce, protoze vysledky zavisi

na adekvatnim odbéru vzorku, absenci inhibitora a dostateéném mnozstvi DNA k detekci.

6.1.2 Linear Array HPV Genotyping Test

Linear Array HPV Genotyping test je kvalitativni ,,in vitro* test pro detekci
lidskych papilomaviri. Tento test vyuziva amplifikace cilové DNA pomoci
polymerazové fetézové reakce a hybridizace nukleové kyseliny a detekuje 37
anogenitalni typd HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7),
84 (MM8), 1S39, a CP6108).
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LINEAR ARRAY Detection Kit
|_LADK |

Obrazek 10 — Linear Array HPV Genotyping test (upraveno podle roche.com)

Vysetieni se provadi z cervikalnich bunék odebranych do odb&rmého média Cobas®

PCR Cell Collection Media nebo PreservCyt® Solution.

Test se sklada ze ctyt zédkladnich kroki: piiprava vzorku s izolaci DNA, PCR
amplifikace cilové DNA pouzitim HPV primert, hybridizace amplifikovanych produkt
s oligonukleotidovymi sondami a detekce amplifikovanych produkti s navazanou sondou

pomoci kolorimetrického vySetieni (22).

V prvnim kroku dojde k chemické a fyzikalni lyze cervikalnich buné¢k a k izolaci
HPV DNA. Nasleduje amplifikacni ¢ast (popsana podrobnéji v predchozi ¢asti vénované
systtmu Cobas® 4800 HPV), kdy se pomoci sad primerd amplifikuje cilovy
oligonukleotid o délce 450 bp. V reakei je pouzita AmpliTaq Gold polymeraza. Podobné

jako u predchoziho systému je do reakce pfidana vnitini f-globinova kontrola.

Po PCR amplifikaci jsou amplikony HPV chemicky denaturovany ptidanim
denatura¢niho roztoku za vzniku jednovldknové DNA. Alikvotni podily denaturovaného
amplikonu se poté pfesunou do pfislusné jamky typizac¢ni plotny, kterd obsahuje
hybridiza¢ni pufr a jeden genotypizacni prouzek, ktery je potazen fadami hybridiza¢nich

HPV sond.
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Po hybridiza¢ni reakci je genotypizacni prouzek dikladné omyt, aby se odstranil
nenavazany material. Potom se k prouzku piidd konjugat streptavidinu s kienovou
peroxidazou. Prouzek se oplachne a ke kazdému prouzku se pfida substratovy roztok
obsahujici peroxid vodiku a 3,3'.5,5'-tetrametylbenzidin (TMB). Navazany konjugat
streptavidinu s kfenovou peroxidazou katalyzuje v pfitomnosti peroxidu vodiku oxidaci

24 .

TMB a vytvari modfe zbarveny komplex, ktery se srazi v pozicich sondy, kde dochézi
k hybridizaci (22).

Genotypizacni prouzek se potom vyhodnocuje vizudlné porovnanim pozitivniho
vzorku (modré pasy na hybridiza¢nim prouzku) s referen¢nim ndvodem genotypiza¢niho

testu.

Obrazek 11 — Vyhodnoceni genotypiza¢niho prouzku s referenénim navodem (foto

autora)
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7 PREHLED HPV DIAGNOSTIKY PROVADENE VE
VSEOBECNE FAKULTNI NEMOCNICI PRAHA

Ugelem této studie je podat prehled o vyskytu HPV a pievazujicich genotypech. Ve
vysledcich diagnostiky jsou zahrnuty vzorky vySetiované v obdobi 02/2013 — 04/2014 v
STD laboratoti Ustavu lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky V§eobecné fakultni

nemocnice a 1. 1€karské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Vyzkum se tykal pouze Zen a to jak zdravych, tak i1 zen s obtizemi nebo

prekancer6zami.

7.1 Prehled vysledki metodou Cobas® 4800

Systém Cobas® 4800 slouzi k vysetfeni nejrizikovéjsich genotyptt HPV 16, HPV
18 a také HPV-HR. Pozitivni vysledek HPV-HR znaéi pfitomnost jinych vysoce
rizikovych genotypt nez 16 a 18.

Jednotlivé grafy jsou usporadany podle vysledkd diagnostiky, prevladajiciho

genotypu a v€ku pacientek.
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7.1.1  Celkové vysledky diagnostiky

Do celkovych vysledkl byly zahrnuty jak negativni, tak pozitivni vysledky a to bez
ohledu na to, zda byl pozitivni genotyp 16, 18 nebo HR.

Tabulka 6 — Pocet vySetfenych vzorku

vysledek pocet vzorki
pozitivni 190
negativni 489

Graf 1 — Pocet vysetienych vzorku

= pozitivni vysledek

= negativni vysledek

Z vysledkt vyplyva, Ze z celkového poctu 680 vysetiovanych vzorki jich bylo
190 pozitivnich (28%) a 489 negativnich (72%).
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7.1.2  Vysledky podilu jednotlivych genotypii u pozitivnich vzorku

Do vysledkl genotyptli byly zahrnuty v§echny pozitivni vysledky HPV 16, HPV 18
i HPV-HR.

Tabulka 7 — Stanoveni vysoce rizikovych genotypi

vysledek pocet vzorki
HPV-HR 105

HPV 16 69

HPV 18 16

Graf 2 — Stanoveni vysoce rizikovych genotyptu

= HPV 16
HPV 18
= HPV-HR

Z grafu vyplyva, ze ze vSech pozitivnich vysledkt prevlada HPV-HR, které byly
pozitivni u 105 vzorkt (55%), u 69 vzorki byl prokézan genotyp 16 (36%) a genotyp 18
u 16 vzorkt (9%).
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7.1.3 Vysledky diagnostiky podle véku vySetfovanych

Do vysledkll byly zahrnuty vSechny vzorky rozdélené podle véku vySetfovanych.

Tabulka 8 — Podet vzorkt u Zen ve véku 20 — 29 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 45
negativni 36

Graf 3 — Podet vzorka u zen ve véku 20 — 29 let

» pozitivni

= negativni

U Zen ve véku 20 — 29 let bylo z celkového poctu 81 vzorki pozitivnich 45 vzorka
(56%) a 36 negativnich (44%).
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Tabulka 9 — Podet vzorkt u Zen ve véku 30 — 39 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 81
negativni 195

Graf 4 — Podet vzorki u zen ve véku 30 — 39 let

= pozitivni

= negativni

U Zen ve véku 30 — 39 let bylo z celkového poctu 276 vzorkt pozitivnich 81 vzorku
(29%) a 195 negativnich (71%).
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Tabulka 10 — Poc&et vzorkt u Zen ve véku 40 — 49 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 34
negativni 154

Graf 5 — Podet vzorki u zen ve véku 40 — 49 let

" pozitivni

" negativni

U Zen ve véku 40 — 49 let bylo z celkového poctu 188 vzorki pozitivnich 34 vzorka
(18%) a 154 negativnich (82%).
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Tabulka 11 — Pod&et vzorkt u Zen ve véku 50 let a vice

vysledek pocet vzorki
pozitivni 32
negativni 103

Graf 6 — Podet vzorki u zen ve véku 50 let a vice

= pozitivni

= negativni

U zZen ve véku 50 let a vice bylo z celkového pocétu 135 vzorkid pozitivnich 32

vzorkt (24%) a 103 negativnich (76%).
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7.2 Prehled vysledkii metodou Linear Array HPV Genotyping test

Metoda Linear Array HPV Genotyping test slouzi k uréeni genotypti a to jak vysoce
rizikovych (HPV-HR), tak nizko rizikovych (HPV-LR). Detekuje az 37 anogenitalni typu
HPV.

Jednotlivé grafy jsou usporadany podle celkovych vysledka diagnostiky, podle
mista stéru (délozni hrdlo, kone¢nik nebo usti dutina) a pievladajicich genotypi u

pozitivnich vysledki.
7.2.1  Celkové vysledky diagnostiky
Do celkovych vysledki diagnostiky byly zahrnuty vSechny negativni a pozitivni

vysledky bez ohledu na genotyp.

Tabulka 12 — Pocet vySetienych vzorku

vysledek pocet vzorkii
pozitivni 343
negativni 649

Graf 7 — Pocet vySetienych vzorkt

35%
pozitivni
negativni
65%

Z vysledkt vyplyva, ze z celkového poctu 992 vzorki jich bylo 343 pozitivnich
(35%) a 649 negativnich (65%).
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7.2.2  Vysledky podle mista stéru

Do grafti byly zahrnuty vSechny vysledky rozdélené podle mista stéru (délozni

hrdlo, kone¢nik nebo Gstni dutina).

Tabulka 13 — Pocet vzorkd odebranych z délozniho hrdla

vysledek pocet vzorki
pozitivni 193
negativni 118

Graf 8 — Pocet vzorkt odebranych z délozniho hrdla

" pozitivni

= negativni

Z vysledku je patrné, Ze z celkového poctu 311 vzorka jich bylo 193 pozitivnich
(62%) a 118 negativnich (38%).
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Tabulka 14 — Pocet vzorka odebranych z kone¢niku

vysledek pocet vzorki
pozitivni 113
negativni 196

Graf 9 — Pocet vzorkii odebranych z koneéniku

" pozitivni

= negativni

Z vysledkl vyplyva, Ze z celkového poctu 309 vzorkt jich bylo 113 pozitivnich
(37%) a 196 negativnich (63%).
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Tabulka 15 — Pocet vzorkd odebranych z tstni dutiny

vysledek pocet vzorki
pozitivni 9
negativni 287

Graf 10 — Pocet vzorkl odebranych z tstni dutiny

3%

= pozitivni

= negativni

Z celkového poctu 296 vzorkl bylo 9 vzorkl pozitivnich (3%) a 287 negativnich
(97%).
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7.2.3  Vysledky podle véku vySetiovanych

Do grafti byly zahrnuty vSechny pozitivni 1 negativni vysledky rozdélené podle

veéku vysetrovanych.

Tabulka 16 — Pocet vzorkt u Zen ve véku 20 — 29 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 84
negativni 127

Graf 11 — Podet vzorkd u Zzen ve véku 20 — 29 let

= pozitivni

= negativni

U zen ve véku 20 — 29 let bylo z celkového poétu 211 vzorki pozitivnich 84
vzorkl (40%) a 127 negativnich (60%).
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Tabulka 17 — Poc&et vzorkt u Zen ve véku 30 — 39 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 136
negativni 220

Graf 12 — Podet vzorki u Zen ve véku 30 — 39 let

" pozitivni

= negativni

U Zen ve véku 30 — 39 let bylo z celkového pocétu 356 vzorkd pozitivnich 136
vzorkl (38%) a 220 negativnich (62%).
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Tabulka 18 — Pocet vzorkt u Zen ve véku 40 — 49 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 69
negativni 174

Graf 13 — Podet vzorki u Zen ve véku 40 — 49 let

= pozitivni

= negativni

U Zen ve véku 40 — 49 let bylo z celkového poctu 243 vzorkt pozitivnich 69 vzorku
(28%) a 174 negativnich (72%)
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Tabulka 19 — Pod&et vzorkt u Zen ve véku 50 let a vice

vysledek pocet vzorki
pozitivni 45
negativni 136

Graf 14 — Podet vzorki u Zen ve véku 50 let a vice

= pozitivni

= negativni

U Zen ve véku 50 let a vice bylo z celkového poctu 181 vzorkd pozitivnich 45
vzorkl (25%) a 136 negativnich (75%).
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7.2.4  Vysledky prevladajicich genotypi

Do grafli byly zahrnuty vSechny pozitivni vysledky s prevladajicimi genotypy bez

ohledu na v¢k vySetfovanych a misto stéru.

Tabulka 20 — Pocet nejéastéjsich genotypi

vysledek pocet vzorki
HPV 16 162
HPV 18 16
HPV 33 16
HPV 31 23
HPV 45 17
HPV 51 17
HPV 52 20
HPV 53 22
HPV 61 12
HPV 62 20

Graf 15 — Pocet nejcastéjSich genotypt
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Z vysledkt vyplyva, Ze nejveétsi zastoupeni ma genotyp HPV 16, ktery byl pozitivni
u 162 vzorki (50%). U 23 vzorki byl pozitivni genotyp HPV 31 (7%), genotyp HPV 53
u 22 vzorki (7%), HPV 52 A HPV 62 u 20 vzorkt (6%), HPV 45 a 51 u 17 vzorka (5%),
HPV 18 a 33 u 16 vzorki (5%) a HPV 61 u 12 vzorku (4%).

47



8 VYSLEDKY HPV DIAGNOSTIKY PROVADENE VE
VSEOBECNE FAKULTNI NEMOCNICI PRAHA

Z vyse uvedenych grafii lze vypozorovat, 7ze u metody Cobas® 4800 bylo
z celkového poctu 680 vzorkd 190 pozitivnich (28%). Prevladal vysledek HPV-HR ¢ili
pritomnost vysoce rizikovych genotyptl, stejné¢ jako HPV 16, ktery byl druhym

nejcastéjSim genotypem.

U vékovych skupin vyslo nejvice pozitivnich vysledkt u Zen ve ve€ku 20 — 29 let

(56%) a nejméné u Zen ve veéku 40 — 49 let, kde bylo pozitivnich 32 vzorka (18%).

U metody Linear Array HPV Genotyping test bylo z celkového poctu 992 vzorka
pozitivnich 343 vzorkl (35%) a 649 negativnich (65%). Nejvice pozitivnich vysledki
bylo ve vzorcich odebranych stérem z délozniho hrdla, kde z celkového poctu 311 vzorkl
bylo 193 pozitivnich (62%). Nejméné pozitivnich vysledkd bylo u vzorkli odebranych
stérem z Ust, kterych bylo celkem 9 (3%) z celkového poctu 296 vzorkii.

U rozdéleni podle véku vysetfovanych bylo nejvice pozitivnich vysledkli opét u

veékové skupiny 20 — 29 let (40% vzorkl) a z genotyptl pievladal HPV 16.
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9 PREHLED HPV DIAGNOSTIKY PROVADENE VE
FAKULTNI NEMOCNICI HRADEC KRALOVE

Vysledky HPV diagnostiky z Fakultni nemocnice Hradec Kralové jsou sestaveny
ze stejného obdobi jako vysledky z VSeobecné fakultni nemocnice Praha, tedy 02/2013 —
04/2014. Vyzkum se tykal pouze Zen.

9.1 Piehled vysledki metodou PCR HPV4A ACE Screening kit (Seeplex)

Izolace virové DNA byla provadéna jak z transportniho média, tak i natéra pro

cytologii, pomoci Kitu QIAAmMp DNA Mini Kit (Qiagen).

Metoda HPV4A ACE (Seeplex) je zalozena na principu PCR v redlném case
s detekcei produktu na gelu pomoci elektroforézy. Metoda slouzi k prokazani pritomnosti
DNA papilomavirt a naslednému uré¢eni HPV-HR (genotypy — 16, 18, 26, 31, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 73, 82) a low risk (genotypy — HPV 6, 11).

Vlastni rozliSeni jednotlivych vysledkli poté probihalo pomoci rozdila
v molekulové velikosti jednotlivych produkti (HR 465 bp a LR 302 bp). Metoda jesté
umoznovala na stejném principu odliSit ve skupiné high risk genotypy 16 a 18 od

ostatnich. Jednotlivé grafy jsou uspotadany podle vysledkd diagnostiky a véku pacientek.
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9.11 Celkové vysledky diagnostiky

Do celkovych vysledki byly zahrnuty vSechny pozitivni a negativni vysledky.

Tabulka 21 — Pocet vySetfenych vzorku

vysledek pocet vzorki
pozitivni 103
negativni 193

Graf 16 — Pocet vySetfenych vzorka

= pozitivni vysledek
= negativni vysledek

Z vysledki vyplyva, Ze z celkového poctu 296 vzorkl byla u 103 vzorkl (35%)
prokézana DNA a 193 vzork (65%) bylo negativnich.
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9.1.2 Vysledky diagnostiky podle véku vySetFovanych

Do vysledkll byly zahrnuty vSechny vzorky rozdélené podle véku vySetfovanych.

Tabulka 22 — Poc&et vzorkt u Zen ve véku 20 — 29 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 14
negativni 16

Graf 17 — Podet vzorkd u Zen ve véku 20 — 29 let

= pozitivni

= negativni

Z celkového poctu 30 vzorkd byla prokdzdna DNA papilomavird u 14 vzorkt
(47%) au 16 vzorki (53%) byl vysledek negativni.
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Tabulka 23 — Pocet vzorkt u Zen ve véku 30 — 39 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 31
negativni 52

Graf 18 — Podet vzorki u Zen ve véku 30 — 39 let

" pozitivni

= negativni

Z celkového poctu 83 vzorki bylo 31 vzorkt pozitivnich (37%) a 52 negativnich
(63%).
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Tabulka 24 — Poc&et vzorkt u Zen ve véku 40 — 49 let

vysledek pocet vzorki
pozitivni 39
negativni 68

Graf 19 — Podet vzorki u Zen ve véku 40 — 49 let

= pozitivni

= negativni

Z celkového poctu 107 vzorkil byla prokdzana DNA papilomavirt u 39 vzorkl
(36%) au 68 vzorki (64%) byl vysledek negativni.
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Tabulka 25 — Podet vzorkt u Zen ve véku 50 let a vice

vysledek pocet vzorki
pozitivni 19
negativni 55

Graf 20 — Podet vzorki u Zen ve véku 50 a vice let

" pozitivni

= negativni

Z celkového poctu 74 vzorki bylo pozitivnich 19 vzorkl (26%) a negativnich 55
vzorki (74%).
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10 VYSLEDKY HPV DIAGNOSTIKY PROVADENE VE
FAKULTNI NEMOCNICI HRADEC KRALOVE

Z vyse uvedenych graft lze zjistit, ze u metody PCR HPV4A ACE Screening kit
(Seeplex) bylo z celkového poctu 296 vzorku 103 pozitivnich (35%) a 193 vzorki (65%)

negativnich.

U vékovych skupin vyslo nejvice pozitivnich vysledkl u Zen ve véku 20 — 29 let
(47%) a nejméné u zen ve véku 50 let a vice — 19 vzorkl (26%). U Zen ve véku 30 — 39
let bylo z celkového poctu 83 vzorkli 31 vzork pozitivnich (37%), u v€kové skupiny 40
az 49 let bylo 39 vzorkl pozitivnich (36%).
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11 DISKUZE

Podle ptedchozi screeningové studie na 1393 vzorcich cervikdlnich stéri od
¢eskych zen autorti Tachezy a kol., se pozitivita HPV pohybovala souhrnné 28,3%, z toho
Cinily nizkorizikové HPV genotypy 6,0% a vysoce rizikové HPV 22,3% (28). V naSem
souboru se u vzorkli ze VSeobecné fakultni nemocnice v Praze pohybovalo procento
pozitivit u vzorki vysetfenych metodou Cobas® 4800 kolem 28% a u vzorki vySetienych
metodou Linear Array Genotyping test dokonce 35%, tedy stejné jako ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. Vyssi procento pozitivnich nalezi mize byt zpisobeno jinou
skladbou pacientek. V nasem souboru se nejedna o klasické screeningové vySetieni, ale
jsou v ném zafazeny jak vzorky od pacientek s riznymi obtizemi, tak pacientky zcela bez

obtizi, a proto lze pfedpokladat i vyssi celkové procento pozitivnich nalezi.

V naSem souboru se u obou pracovist' objevilo nejvice pozitivnich vysledkt ve
veékové skupiné 20 az 29 let, naopak pozitivni vysledky HPV po 30. roce postupné
ubyvaly. Podobny vysledek byl zjistén i u vyse zmitiované screeningové studie z CR, kde
nejvice pozitivit bylo zachyceno ve vé€kové skupiné 21 — 25 let (31,5% vSech pozitivnich
nalezll) s vyznamné nizS§imi pocty u ostatnich vékovych skupin (28). Pro tuto vékovou
distribuci existuje hned nékolik moznych vysvétleni. Miize to byt zpiisobeno tim, ze
mladsi Zeny nepftikladaji velky vyznam prevenci proti HPV a jsou vice vystaveny
rizikovym faktoriim jako napf. nechranény pohlavni styk s nedostatenym pouzivanim
bariérové kontracepce a vyssi promiskuita v mladé populaci. Dals$i divodem muze byt
imunitni systém, kdy v mlad$im véku dochéazi Casto k zvySenému vyskytu lidskych
papilomavirli, které vSak mohou byt béhem nékolika let eliminovany imunitnim

systémem a dojde k jejich postupnému vymizeni bez rozvoje onemocnéni.

Z obou nasich studii plyne, ze nejcastéjSim zachytem pfi typizacnim vySetieni jsou
vysoce rizikové HPV, predev§sim HPV 16, coz dokézala i studie autord Tachezy a kol.,
kdy byl genotyp HPV 16 nejrozsifenéjSim typem jak na celém svéte (3,2%), tak i
vV populaci ceskych Zen snormalnim cytologickym nalezem (4,8%), za nim pak
nasledovaly genotypy HPV 18, 52, 31, a 58. V ptipadé€ pacientek s karcinomem délozniho
vSak jsou procentualni zastoupeni jednotlivych genotypli vyznamné vyssi. V evropskych
studiich byl u pacientek s dlazdicobunéénym karcinomem prokézan genotyp HPV 16
vV 66,2% a genotyp HPV 18 poté v 10,8%, celkem tedy ve skupiné pacientek s timto
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nadorovym onemocnénim tvoii tyto dva genotypy 77% vSech zachycenych HPV
genotypt (23). Ve skupiné pacientek s adenokarcinomy délozniho hrdla byl HPV 16
zachycen v 54,2% a HPV 18 v 40,4% a tak oba tyto hlavni HR HPV genotypy tvofi
neuvétitelnych 94,6% vSech zachycenych HPV u pacientek s timto typem agresivniho
nadoru (23). V naSem souboru ze VSeobecné fakultni nemocnice v Praze byl metodou
Linear Array HPV Genotyping Test zachycen genotyp HPV 16 v cca 50% pozitivnich
nalezl nasledovany dal$imi genotypy ve vyznamné nizsich procentech. Pon¢kud rozdilny
vysledek byl obdrzen ze souboru Vseobecné fakultni nemocnice v Praze vySetfenych ale
metodou Cobas® 4800, kdy vysledek HPV-HR (jiné genotypy nez 16 a 18) se nachazel u
55% pozitivnich vzorki, genotyp HPV 16 pak ,,pouze* u celkem 36% pozitivnich vzorkl
a genotyp HPV 18 u 9% pozitivnich nalezii. Tyto rozdilné vysledky mohou byt zptisobeny
nesourodosti jednotlivych souborti pacientek. Z vySe citovanych praci plyne, Ze pozitivita
HPV 16 a 18 ve screeningovych studiich zdravé populace se pohybuji v jednotkéch
procent, ale u studii pacientek s prokdzanym karcinomem délozniho hrdla se pohybuji
Vv desitkach procent. A pravé rozdilny pomér téchto dvou skupin v jednotlivych nasich
souborech tak velmi pravdépodobné zapficinil rozdily v procentudlnim zastoupeni
jednotlivych genotypll. Ke klinickym korelatim k nasim vysledklim, tj. kolik procent
pacientek mélo histologicky prokazany karcinom délozniho hrdla, bohuzel nemame
pfistup a tak neni mozné oba soubory z VSeobecné fakultni nemocnice v Praze validné

porovnat Vv jednotlivych skupinach dle zdvaznosti histologického nalezu.

Neustaly nartst zen nakazenych HPV a obava z tzv. replacementu (tj. ze zmény
Vv zastoupeni nejcastéjSich genotypi HPV pod ,tlakem* vakcinace na nevakcinalni
genotypy) vedl také k vyvoji nové vakciny registrované pod nazvem Gardasil 9 (Merck
®), ktera je oproti vakcinam Silgard a Cervarix jiz devitivalentni a plisobi nejen na
délozniho hrdla. Diky zavedeni této vakciny se predpoklada pokryti vice jak 90% HPV
typtt zpusobujicich vSechny druhy karcinomt délozniho hrdla a zabranéni vzniku

prekarcin6znich 1ézi na déloznim ¢ipku.

Béhem klinické studie vakciny Gardasil 9 byla prokazana vysoka uc¢innost pravé
diky devitivalentnimu sloZeni, které ptsobi na vysoce rizikové HPV 16 a 18, ale i na
ostatni typy, které zplisobuji prekancerozy a je tedy i pravdépodobny jejich maligni zvrat.
Testovani ptipravku Gardasil 9 bylo provedeno i u Zen, které byly jiz o€kovany vakcinou

Silgard a vysledek prokazal, ze nové ockovani vakcinou Gardasil 9 je u takovych zen
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dobie tolerovano. Uginnost byla prokazana také u muzi, predevsim jako ochrana proti
kondylomatim, rakovin¢ konecniku a dalSim prekancer6zam. Z téchto studii poté
vychazi i predpoklad, Ze pokud by toto o¢kovani nahradilo ¢tyfvalentni a dvouvalentni
vakciny, redukoval by se vyskyt cervikdlnich, vagindlnich i analnich karcinomii az o

91,8% (33).
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12 ZAVER

Lidské papilomaviry patfi mezi nejcastéjsi pivodce sexualné pirenosnych
onemocnéni. Nizkorizikové papilomaviry zplsobuji pfedevSim vznik genitalnich
bradavic, kondylomat ¢i laryngealnich papilomt. Vysoce rizikové, jako HPV 16 a 18, se

pak podili na vzniku prekancer6z a nasledné i karcinomiit délozniho hrdla.

Nejcastéji se prenadsi sexudlnim stykem, moznost pienosu je vSak mozna i pies

infikované ru¢niky, z matky na plod nebo pfimym kontaktem s kazi.

Rakovina d€lozniho hrdla patii mezi druhou nejcastéjsi rakovinu u Zen na celém
svéte. Témét za vSechny nddory délozniho hrdla je zodpovédna infekce lidskym
papilomavirem. Nejcastéji se rakovina vyskytuje u Zen po 20. roce zivota a nasledné
kolem 50. roku Zzivota. Pro prevenci je nejdilezitéj$i minimalizovat rizikové faktory,

dochazet na pravidelny screening délozniho hrdla a v neposledni fadé se nechat ockovat.

V Ceské republice jsou k dostani vakciny Cervarix (GlaxoSmithKline®), Silgard

(Merck®) a nova vakcina Gardasil 9 (Merck®), které chrani pied nejéast&j$imi HPV

genotypy.

I pfes moznost oCkovani je nartist HPV v populaci vysoky, coz dokazuji vysledky
studie provedené ve VSeobecné fakultni nemocnici Praha a Fakultni nemocnici Hradec
Kralové. Ve VFN Praha bylo metodou Cobas® 4800 diagnostikovan HPV u 28% Zen a u
metody Linear Array HPV dokonce u 35%, tedy stejné jako ve FN Hradec Kralové.

Nejrizikové€jsi skupinou jsou Zeny ve veéku 20 — 29 let.

Pro snizeni vyskytu HPV jsou zapotiebi disledné a pravidelné 1ékaiské prohlidky,
vy$$i informovanost vetfejnosti o lidském papilomaviru a samotné prevenci, ale také

moznost ockovani, ktera riziko vyskytu HPV a rakoviny délozniho ¢ipku vyrazné snizuje.
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13 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CIN

CT

DNA

HIV

HPV

HR

LR

PCR

STD

cervikdlni intraepitelidlni neoplazie
computed tomography, vypocetni tomografie
Ceska republika

deoxyribonukleova kyselina

human imunodeficiency virus

lidsky papilomavirus

high risk

low risk
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