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Zakazenie latentne wirusem
brodawczaka ludzkiego kobiet
ciezarnych a kolomzaqa lozyska HPV
— doniesienie wstepne

The latent infection of human papilloma virus in pregnat woman
and colonization of placenta — preliminary report

Karowicz-Bilinska Agata

Zaktad Fizjopatologii Narzadu Rodnego Uniwersytetu Medycznego w todzi

Streszczenie
Zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego moze przebiegac¢ w formie ukrytej, bez zmian cytologicznych i klinicz-
nych charakterystycznych dla tej infekdji. Istnieja obserwacje sugerujace mozliwos¢ przeniesienia zakazenia na orga-
nizm pfodu. Wsrdd przyczyn zespotu ograniczonego wzrastania ptodu jest wymieniane rowniez zakazenie wirusem
brodawczaka ludzkiego.
Cel pracy: Celem pracy byto stwierdzenie obecnosci DNA wirusa brodawczaka ludzkiego wsrod kobiet z prawidto-
wymi wynikami badania cytologicznego, w materiale pobieranym z szyjki macicy oraz w fozyskach pochodzacych
z cigz powikfanych zespotem ograniczonego wzrastania pfodu.
Materiat i metody: Materiat stanowify wymazy z tarczy czesci pochwowej szyjki macicy pobrane w Il trymestrze
ciazy oraz wycinki z centralnej czesci tozyska pobierane po porodzie. Grupa badana liczyta 54 kobiety ciezarne z cia-
Z3 powikfang zespofem ograniczonego wzrastania pfodu o Srednim nasileniu — miedzy 5 a 9 centylem, bez obecno-
sci uchwytnych przyczyn IUGR. Grupe kontrolng utworzono z ciezarnych z fizjologicznym przebiegiem ciazy, z pra-
widfowa masa urodzeniowa ptoddw. W materiale z szyjki macicy i z toZysk za pomoca techniki PCR i zestawu Hu-
man Papillomavirus Typing Set (TaKaRa, Japonia) wykrywano obecnos¢ DNA HPV oraz wykonywano typowanie
w kierunku wirusdw onkogennych i nieonkogennych.
Wyniki: W grupie kobiet z prawidfowym przebiegiem ciazy oraz eutrofia ptodéw nie wykryto obecnosci DNA wi-
rusa brodawczaka ludzkiego. W grupie ciaz powikfanych zespotem ograniczonego wzrastania ptodu stwierdzono
obecnos¢ DNA HPV w 3 przypadkach — 2 razy typ 16 i 1 raz typ 18 zardwno w szyjce macicy jak i w tozysku.
Whioski: 1. Bezobjawowe zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego o wysokim ryzyku onkogenezy moze by¢
przyczyna transmisji wirusa do pfodu.
2. Obecnosc¢ zakazers HPV wysokiego ryzyka w grupie kobiet z ciazami powiktanymi zespotem ograniczonego wzra-
stania pfodu moze sugerowac wplyw tego zakazenia na powstanie IUGR.
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Abstract

Human papilloma virus infection may have a latent form without characteristic changes in Pap-smears. Some data
suggests there exists a possibility of materno-foetal transmission of the HPV infection. HPV infection may be one of
the possible reasons for IUGR.

Aim: The main aim of the study was to find DNA HPV in the Pap-smear and placentas in pregnancy complicated by
the intrauterine growth restriction.

Material and methods: In two groups of women with normal Pap-smears, the material for DNA presence was
taken from the uterine cervix and from the central part of placenta after the delivery. The study group consisted of
pregnant women with the pregnancy complicated by fetal growth restriction. The control group consisted of
women with normal fetal weight pregnancy. In cervical smears and placental fragments the presence of HPV DNA
and typing of HPV using the PCR method has been done.

Results: In the control group the presence of low risk types of HPV was found but DNA HPV wasn't present in the
placental fragments. In the study group, in 4 cases high risk HPV DNA was found in cervical smears and in 3 of those
cases HPV DNA was also present in the placental fragments. In two cases it was type 16, in one — type 18.
Conclusions: The latent form of high risk HPV infection might be the reason for materno-foetal transmission of
HPV. The high rate of high oncogenic risk types of HPV in the group of pregnancies complicated by IUGR might
suggest the correlation between HPV infection and IUGR etiology.
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Wstep

Badania epidemiologiczne i kliniczne wykazaty zwigzek
miedzy wystepowaniem srodnabtonkowej neoplazji 1 raka
szyjki macicy, a zakazeniem wirusem brodawczaka ludzkiego
(HPV). Obecnos¢ DNA HPYV typu onkogennego stwierdzana
jest w ponad 90% przypadkdéw raka inwazyjnego oraz w oko-
to 50-80% przypadkow neoplazji sredniego i duzego stopnia
[1]. Rozwdj 1 progresja zmian na szyjce macicy jest zwigzana
z latentng forma zakazenia HPV wysokiego ryzyka [2].

Zakazenie latentne moze by¢ wykryte tylko za pomoca
stwierdzenia obecnosci DNA wirusa, poniewaz w badaniu cy-
tologicznym i klinicznym brak jest charakterystycznych dla tej
infekcji cech w obrebie komorek nabtonka [3, 4].

Zespot ograniczonego wzrastania ptodu (IUGR, FGR)
polega na niedoborze masy wynikajacym z zaburzen wymia-
ny migdzy matka a ptodem. Najczestsza przyczyna pojawienia
si¢ tego stanu jest nieprawidfowa migracja trofoblastu powo-
dujaca powstawanie naczyn wysokooporowych, ktore w poz-
niejszym okresie ciazy nie zapewniaja prawidtowego przeply-
wu krwi [5, 6, 7].

Ze wzglegdu na patogenezg i czas powstania zaburzen wy-
miany migdzy matka a pfodem istniejg trzy typy hipotrofii.
Hipotrofig¢ I typu- symetryczna wywotuja najczesciej czynniki
infekcyjne dziatajace przed 17 tygodniem ciazy. Wsrod nich
wymienia si¢ wirusa rozyczki, opryszczki typu II (HSV 2),
ospy wietrznej, HIV, brodawczaka ludzkiego HPV, parwowi-
rozy oraz cytomegalii CMV [§].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena czgstosci wystgpowania zakazenia
wirusem brodawczaka ludzkiego u kobiet cigzarnych w cigzy
fizjologicznej oraz powiklanej zespotem ograniczonego wzra-
stania ptodu oraz ocena obecnosci DNA HPV wysokiego ry-
zyka w tozyskach z tych ciaz.
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Materiat i metody

Badania zostaly przeprowadzone w latach 2005-2007
wsrod kobiet cigzarnych hospitalizowanych w Klinice Patolo-
gii Ciazy I Katedry Ginekologii i Poloznictwa Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Na badanie uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej UM w t.odzi nt RNN/8/05/KE/2005.

Grupe badana utworzono z cigzarnych, u ktérych stwier-
dzono za pomoca badania ultrasonograficznego zespot ogra-
niczonego wzrastania pfodu, a masa urodzeniowa noworod-
kow kwalifikowata je ponizej 10 centyla. Grupa badana liczy-
Tfa 54 cigzarne bedace w III trymestrze ciazy. Grupg kontrolna
utworzono z 20 zdrowych kobiet ci¢gzarnych, u ktérych ultra-
sonograficznie potwierdzono prawidtowa mas¢ ptodow i kto-
re urodzily donoszone eutroficzne noworodki. Wszystkie ko-
biety rozwiazywane byty droga planowego cigcia cesarskiego.

U wszystkich kobiet cigzarnych pobierano badanie cytolo-
giczne z okolicy strefy przeksztalcen podczas badania wstep-
nego oraz materiat do oznaczania obecnosci wirusa brodaw-
czaka ludzkiego (HPV).

Podczas cigcia cesarskiego po wydobyciu fozyska pobiera-
no fragment tozyska. Miejsce pobrania, celem uzyskania
obiektywizacji wynikow, znajdowalo si¢ w centralnej czgsci fo-
zyska w odleglosci okoto 2cm od przyczepu pegpowiny, a wiel-
kos¢ wycinka wynosita okoto 2x2cm.

Fragment fozyska pobierany byl w warunkach sterylnych,
umieszczony natychmiast w pojemniku z 10% roztworem for-
maliny a nastgpnie przekazywany do dalszego opracowania
1 obrobki techniczne;.

Pobrany material umieszczano w probowce Eppendorfa,
dodawano 180pl buforu lizujacego do probki a nast¢pnie
20pl proteinazy K, mieszano przez worteksowanie, inkubowa-
no probowke 2 godziny w 55°C w Tazni wodnej, dodawano
200l roztworu lizujacego i1 inkubowano w 70°C przez 10 mi-
nut, dodawano 200p1 96% etanolu i mieszano przez wortekso-
wanie 10 sekund, a nastgpnie przenoszono zawarto$¢ probow-
ki do kolumienek dostarczonych w zestawie (Gen Eluate Nuc-
leic Acid binding column/2ml collection tube) i wirowano przy
6500g przez 1 minute.
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Usuwano probowke z plynem i umieszczano kolumneg
w nowej probowce zbierajacej, dodawano 500ul roztworu
Wash solution do kolumny i1 wirowano przy obrotach
6500g przez 1 minutg, przemywano kolumienki ponownie
500l roztworem Wash solution wirujac przy 12000g przez 3
minuty, usuwano probéwke z ptynem i prowadzono elucje
z uzyciem 200pl roztworu elucyjnego wirujac przy 6500g przez
1 minutg, dokonywano pomiaréw spektrofotometrycznych
stezenia koncowego DNA. Uzyskany DNA wykorzystywano
w reakcji tancuchowej polimerazy.

W celu wykrycia wirusa HPV niskiego lub wysokiego ry-
zyka zostata przeprowadzona reakcja PCR z zastosowaniem
komercyjnie dostgpnego zestawu PCR Human Papillomavirus
Typing Set (TaKaRa, Japonia).

W badaniach zostaty zastosowane dwie pary 20-nukleoty-
dowych starteréw, ktorych sekwencje odpowiadaja fragmen-
tom sekwencji genow wirusowych E6 i E7 HPV. Para
HPVpU-1M/HPVpU-2R pozwala na amplifikacje DNA
HPYV z grupy wysokiego ryzyka onkologicznego (HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52b, 58), natomiast para
HPVpU-31B/HPVpU-2R na amplifikacj¢ DNA HPV grupy
niskiego ryzyka onkologicznego (HPV 6, 11).

W przypadkach, gdy dtugos¢ zamplifikowanych fragmen-
tow DNA wynosifa 228 — 268 bp., produkty reakcji PCR pod-
dawano oczyszczaniu metoda fenol/chloroform a nast¢pnie
w celu identyfikacji typow wirusa trawiono okreslonymi enzy-
mami restrykcyjnymi (37°C, 1godz.).

Analize statystyczng przeprowadzono w oparciu program
Statistica PL.

Poréwnanie Srednich migdzy grupami w przypadku nie-
odrzucenia hipotezy o normalnosci rozktadu na poziomie
istotnosci p= 0,05 wykonano testem t Studenta dla prob nie-
zaleznych, a w przypadku odrzucenia hipotezy o normalnosci
rozktadow stosowano nieparametryczny test U Manna Whit-
ney’a.

Wyniki

Do obydwu grup zakwalifikowano jedynie kobiety cigzar-
ne z prawidlowymi wynikami badania cytologicznego, bez
cech zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego, co zostato
potwierdzone przez doswiadczonego patomorfologa. Charak-
terystyke grup przedstawiono w tabeli 1.

Sredni wiek kobiet ciezarnych w obydwu grupach byt po-
dobny, réwniez odsetek pierwiastek 1 wielorddek nie roznit si¢
w porownywanych grupach.

W badanym materiale w grupie ci¢zarnych z cigza powi-
ktana zespotem opdznionego wzrastania ploddéw stwierdzono
4 przypadki zakazenia wirusami brodawczaka ludzkiego ty-
pow onkogennych.

Pdzniejsza analiza oceniajaca typ wirusa wykazata obec-
nos¢ HPV 16 u trzech z zakazonych kobiet cigzarnych i u jed-
nej HPV 18. W tej grupie stwierdzono rowniez 2 przypadki za-
kazenia wirusem o nieonkogennym HPV6. W grupie kontrol-
nej nie wykryto obecnosci DNA wiruséw o wysokim ryzyku
onkogenezy, wykryto jeden przypadek zakazenia wirusem ni-
skiego ryzyka, HPV6. Wyniki przedstawiono w tabelach II
i1
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Tabela I. Charakterystyka grup.

rups Srednia | pieryiastii | Wielorsdi L";er'l’]:“"
w latach N % N % N %
Badana 276 | 25 | 462 | 29 | 538 | 54 | 100
Kontrolna 25,4 7 35,0 13 65,0 20 100
Ogétem 68 | 32 | 432 | 42 | 568 | 74 | 100

Tabela Il. Analiza obecnosci DNA wirusa brodawczaka ludzkiego
w poréwnywanych grupach.

Zakazenie HPV Zakazenie HPV . .
. L Liczebnos¢  grup
Grupa wysokiego ryzyka niskiego ryzyka
N % N % N %
Badana 4 7.4 2 3,7 54 100
Kontrolna 0 0 1 5 20 100
Ogoétem 4 54 2 2,7 74 100

Tabela lll. Analiza typowania DNA wirusa brodawczaka ludzkiego
w poréwnywanych grupach.

Zakazenie HPV | Zakazenie HPV | Zakazenie HPV Liczebnos¢
Grupa typu 16 typu 18 typu 6 grup
N % N % N % N %
Badana 3 5,6 1 1,8 2 3,7 54 | 100
Kontrolna 0 0 0 0 1 5 20 100
Ogotem 3 4,0 1 1,3 3 4,0 74 100

Tabela IV. Analiza obecnosci DNA wirusa brodawczaka ludzkiego oraz
jego typowanie w preparatach fozysk w poréwnywanych grupach.

Zakazenie Zakazenie | Zakazenie Zakazenie

HPV HPV Liczebnos¢
Grupa wysokiego HPV HPV wysokiego grup

ryzyka typem 16 | typem 18 tyzyka

N % N % N % N % N | %
Badana 3|56 2 3,7 1 1.8 0 54 1100
Kontrolna | 0 0 0 0 0 0 0 20 |100
Ogotem 3140 2 2,6 1 1,31 0 74 {100

W pierwszym etapie analizy fozysk stwierdzono obecnos¢
DNA HPV wysokiego ryzyka w 3 wycinkach tozysk z grupy
kobiet z cigza powiktang zespotem ograniczonego wzrastania
ptodu, w grupie kontrolnej nie wykryto obecnosci DNA HPV
wysokiego ryzyka. Typujac wirusy o wysokim ryzyku onkoge-
nezy stwierdzono obecnos¢ typu 16 w dwoch przypadkach
oraz typ 18 w jednym przypadku. Obecno$¢ DNA wirusa i je-
go onkogennos¢ byta zgodna z wynikami uzyskanymi z mate-
riatu z szyjki macicy.
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W tozyskach oceniono réwniez obecnos¢ DNA HPV
niskiego ryzyka — nie wykryto obecnosci DNA wirusow
o niskim ryzyku onkogenezy wsrod kobiet cigzarnych obydwu
grup. (Tabela IV).

Stwierdzono obecnos¢ DNA HPV onkogennych w obre-
bie tozyska w 2 z 3 przypadkéow, w ktdrych stwierdzono obec-
nos¢ latentnej infekcji HPV 16 w materiale pobranym z szyjki
macicy oraz wspotistnienie obecnosci DNA HPV 18 w jednym
przypadku zaréwno w materiale pobranym z szyjki jak
1z fozyska.

U cigzarnych, u ktérych wykryto zakazenie typem 6 nie
potwierdzono obecnosci DNA HPV w tozyskach. Stwierdzo-
no dodatnig korelacj¢ migdzy obecnoscia DNA wirusow wy-
sokiego ryzyka w sluzie szyjkowym a obecnoscig w wycinkach
z fozyska. Nie stwierdzono takiej korelacji w przypadku zaka-
zenia HPV niskiego ryzyka.

Dyskusja

Badanie przeprowadzone za pomoca techniki PCR wsrod
kobiet cigzarnych bedacych w III trymestrze ciazy zarowno
w grupie kobiet z cigza powiklang zespotem ograniczonego
wzrastania ptodu, jak i niepowiklang, potwierdzito bezobja-
wowe zakazenie HPV. Wyzszy odsetek infekcji zaréwno typa-
mi nieonkogennymi jak i onkogennymi stwierdzono w grupie
cigz powiktanych zespotem opoznionego wzrastania ptodu, co
moze sugerowac udziat wirusa brodawczaka ludzkiego w pa-
togenezie tego zespotu. Rozwdj metod diagnostycznych - tech-
nik molekularnych pozwala doktadnie okresli¢ typ wirusa
1 tym samym ocenic zagrozenie [9].

Stwierdzono wigksza czgstos¢ wystgpowania DNA HPV
typu 16 w poréwnaniu do 18, co zgodne jest z obserwacjami
przeprowadzonymi zaréwno wérdd kobiet cigzarnych jak i nie-
cigzarnych [10, 11, 12].

Podobna zaleznos¢ potwierdzit Nowak wsrod kobiet cig-
zarnych z latentna forma zakazenia HPV [3].

Wspotistnienie obecnosci DNA wirusa brodawczaka
ludzkiego w materiale pobranym z szyjki macicy oraz
w wycinkach z fozyska jest faktem wskazujacym na koloniza-
cj¢ organizmu ptodu podczas ciazy [4].

W grupie kobiet z cigzami powiklanymi zespofem ograni-
czonego wzrastania ptodu stwierdzono zwigkszona w stosun-
ku do grupy ciaz fizjologicznych czgstos¢ zakazen latentnych
HPYV, potwierdzajac jednocze$nie mozliwos¢ kolonizacji orga-
nizmu plodu przez obecnos¢ DNA HPV w tozysku.

Wirusy o wysokim ryzyku onkogenezy znajdowane sa
rowniez w ptynie owodniowym i sa najprawdopodobniej zdol-
ne do kolonizacji organizmu ptodu [13].

Brak jest jak dotad potwierdzenia, czy w efekcie zakazenia
wewnatrzmacicznego typem onkogennym HPV, mozna po
uplywie kilkunastu lat przewidzie¢ powstanie zmian nowo-
tworowych na tym tle [14, 15].

Cigza jest stanem prawdopodobnie ufatwiajacym rozwoj
zakazenia, co spowodowane jest wysokim stgzeniem progeste-
ronu mogacym utatwia¢ transkrypcje i replikacje HPV przez
element odpowiedzi glukokortykoidy/progesteron, odkryty
w regionie LCR genomu wirusa [6]. Prawdopodobnie z tego
powodu u kobiet cigzarnych wzrasta rdwniez ryzyko progresji
zmian dysplastycznych.

© 2007 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

W przeprowadzonych badaniach nie potwierdzono mozli-
wosci przeniesienia zakazenia niskoonkogennymi typami
HPV do ptodu, co jest zgodne z obserwacjami innych autoréw
[4, 13, 17].

Przyjmujac, ze czestos¢ zakazen HPV nie jest uzalezniona
od trymestru cigzy mozna stwierdzi¢, ze tak wysoki odsetek
zakazen latentnych w grupie kobiet z cigzami powiktanymi ze-
spotem opoznionego wzrastania ptodu moze by¢ zwigzany z
transmisja zakazenia do trofoblastu [13, 18]. Wplyw zakaze-
nia na migracj¢ trofoblastu nie jest do konca poznany, ale
mozna podejrzewac, ze jest ona ograniczana, co powoduje po-
wstawanie naczyn wysokooporowych prowadzacych do roz-
woju zespotu ograniczonego wzrastania ptodu [19, 20].

Poniewaz zakazenie onkogennymi typami wirusa brodaw-
czaka ludzkiego, rozpoznaje si¢ czg¢sciej u kobiet w wieku po-
nizej 25 lat z czgstoscia nawet do ponad 18% [21]. Ta prawidto-
wos$¢ moze tlumaczy¢ wysoki odsetek zakazen latentnych
wsrod badanych cigzarnych. W badaniach innych autorow
czestos¢ zakazen HPV, zarowno jawnych jak i latentnych wy-
nosi okoto 12%, przy czym réowniez najwyzszy odsetek zaka-
zonych, to cigzarne ponizej 25 roku zycia [22, 23, 24].

Podsumowujac, nalezy podkreslic niedoskonatos¢ stoso-
wanej powszechnie metody jaka jest badanie cytologiczne
i koniecznos¢ zastapienia jej badaniem wykrywajacym obec-
nos¢ DNA wirusa brodawczaka ludzkiego.

Obecnos¢ onkogennych typdw zarowno w latentnej jak
iaktywnej formie zakazenia wskazuje na ryzyko przeniesienia
zakazenia na pldd [25] oraz na wzrost ryzyka rozwinigcia si¢
zespotu ograniczonego wzrastania ptodu, co powinno by¢ po-
twierdzone na wigkszym materiale.

Whnioski

1. Bezobjawowe zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego
o wysokim ryzyku onkogenezy moze by¢ przyczyna trans-
misji wirusa do ptodu.

2. Obecnos¢ zakazen HPV wysokiego ryzyka w grupie kobiet
z cigzami powiktanymi zespolem ograniczonego wzrasta-
nia ptodu moze sugerowa¢ wplyw tego zakazenia na po-
wstanie [UGR.

Badania zostaly sfinansowane z funduszy Ministerstwa Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego na lata 2007-2010 nr
3024/BIPO1/2007133.
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Specjalistyczny Szpital Ginekologiczno-Pofozniczy
Im.E.Biernackiego w Watbrzychu
zaprasza na

SYMPOZJUM

pod protektoratem PTG,PTN i PTMP

Aspekty medyczne,
etyczne, prawne
I spofeczne ciecia
cesarskiego

Watbrzych - Ksiagz

29-31 maja 2008

W sympozjum wezma réwniez udziat wybitni prawnicy
zajmujacy sie problemami medycznymi

Cel sympozjum
Opracowanie rekomendacji do ciecia cesarskiego

Tematyka
e Ciecie cesarskie ze wskazan potozniczych.
* \Wskazania pozapotoznicze do ciecia cesarskiego.
o Ciecie cesarskie ze wskazan psychologicznych.
o Ciecie cesarskie na zyczenie w niektérych krajach Unii Europejskiej.
¢ Noworodek urodzony droga ciecia cesarskiego — korzysci i zagrozenia.
* Powiktania po cieciu cesarskim.
o Aspekty etyczne i prawne ciecia cesarskiego.

Sekretariat sympozjum
Spegjalistyczny Szpital Ginekologiczno-Potozniczy
im. E. Biernackiego
58-301 Watbrzych, ul.Paderewskiego 10
tel. 074 887 71 83, tel/fax: 074 887 71 03

Przewodniczacy Komitetu Naukowego

prof. dr hab. Jan Kotarski - Prezes PTG

prof. dr hab. Jerzy Szczapa - Prezes PTN
prof. dr hab. Jan Wilczynski - Prezes PTMP

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego Sympozjum
dr hab. n. med. Stawomir Suchocki prof. nadzw.

Formularz uczestnictwa wraz z ofertg
hotelowa, informacje dotyczace nadsytania prac
— dostepne beda na stronie:

www.szpital.walbrzych.pl

po 20 pazdziernika 2007 r.
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