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1. UvOD

1.1. Virus ljudske imunodeficijencije tipa 1

Krajem dvadesetog stoljeca virus ljudske imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1) privukao je
svjetsku pozornost nakon pojavljivanja uznapredovale i neobjasnjive imunodeficijencije kod
muskaraca koji imaju spolne odnose s muskarcima u urbanim sredistima SAD-a (Deeks i sur.
2015). Dvije godine nakon prvog izvjesc¢a o bolesti koju danas nazivamo sindromom stecene
imunodeficijencije (AIDS od engl. acquired immunodeficiency syndrome), znanstvenici s
Instituta Pasteur u Parizu otkrili su da je HIV-1 uzro¢nik AIDS-a (Barre-Sinoussi i sur. 1983).
HIV-1 je danas prosiren u cijelom svijetu te predstavlja iznimno ozbiljan javnozdravstveni
problem na globalnoj razini s vise od 37,6 milijuna zarazenih osoba (UNAIDS 2020). Rijetke
su bolesti u povijesti medicine uzrokovale takve posljedice na zdravlje pojedinca, ali i toliku

drustvenu stigmatizaciju, kao $to je to infekcija HIV-om.

Virus HIV pripada rodu Lentivirus, potporodici Orthoretrovirinae i porodici Retroviridae
(https://talk.ictvonline.org). Lentivirusi se jos nazivaju i ,,sporim* virusima jer je tijek infekcije
ovim virusima karakteriziran dugim razdobljem izmedu pocdetne zaraze i pojave ozbiljnih
simptoma (Nyamweya i sur. 2013). HIV se klasificira u tipove 1 i 2 na temelju genskih obiljezja,
a oni se dalje dijele na skupine, podtipove i rekombinantne oblike (Beloukas i sur. 2016).
Vecina infekcija HIVV-om tipa 1 u svijetu uzrokovana je virusima iz skupine M koja obuhvaca
10 podtipova (A-D, F-H, J, Kii L) i98 cirkuliraju¢ih rekombinantnih oblika. HIV-1 podtipovi
su vrlo raznoliko globalno distribuirani, ali podtip B je najzastupljeniji u srednoj i zapadnoj
Europi te je odgovoran za 85% novih slu¢ajeva zaraze HIV-om na tom podrucju (Giovanetti i
sur. 2020; Oroz i sur. 2019).

1.2. Genom i struktura virusne ¢estice HIV-a tipa 1

Genom HIV-atipa 1 je mali RNA genom veli¢ine 9,7 kb (Slikal) (Cerverai sur. 2019). Genom
provirusa HIV-a nastaje procesima reverzne transkripcije virusne RNA u DNA, degradacijom
RNA te umetanjem dvolancane virusne DNA u ljudski genom (German Advisory Committee
Blood 2016). Proviralni genom obuhvaca 9 funkcionalnih gena podijeljenih u tri okvira ¢itanja
omedenih dugim terminalnim ponavljaju¢im sekvencama (LTR). Gag, pol i env su tri glavna
gena koja kodiraju za strukturne proteine (protein matriksa (MA), kapsidni protein (CA),

protein nukleokapsidni protein (NC) i pl6), enzime (proteaza, reverzna transkriptaza i



integraza) te proteine ovojnice (gp120, gp41). Preostali geni kodiraju za regulatorne (Tat, Rev)
i pomocne proteine (Vif, Vpr, Vpu/Vpx, Nef) (Cervera i sur. 2019). Navedeni virusni proteini
mogu djelovati na razli¢ite nacine i ulaziti u interakcije s razli¢itim ljudskim proteinima tijekom

replikacijskog ciklusa virusa (Engelman i Cherepanov 2012).
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Slika 1. Struktura i organizacija genoma HIV-a tipa 1 (Preuzeto iz Cervera i sur. 2019)

Dvije kopije nekovalentno povezane jednolancane RNA molekule Su zatvorene unutar stozaste
kapside gradene od virusnog kapsidnog proteina (CA, p24) (German Advisory Committee
Blood 2016). Nukleokapsidni proteini (NC, p7) ¢vrsto vezu jednolan¢ane molekule RNA te ih
Stite od razgradnje nukleazama. RNA je takoder povezana s proteinima kasnog slaganja (p6) te
enzimima reverznom transkriptazom i integrazom koje su kljuéne za razvoj virusnih Cestica
(German Advisory Committee Blood 2016). Virusnu ovojnicu ¢ini lipidna membrana
podrijetlom iz domacinske stanice, a potporu joj pruzaju proteini matriksa (pl7) Kkoji
osiguravaju integritet virusne ¢estice povezujuci je s nukleokapsidom. Na povr§ini zrele Cestice
HIV-a nalazi se ograniCeni broj trimernih glikoproteina ovojnice (Env) sastavljenih od
heterodimera gp120 i gp41 koji su kljuéni za vezanje primarnog receptora tj. molekule CD4 i
virusnih koreceptora tj. kemokinskih receptora CCR5 i/ili CXCR4 na stanicama domacina
(Checkley i sur. 2011).
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1.3. Replikacijski ciklus HIV-a tipa 1

Kao i ostali retrovirusi, HIV ima sposobnost integracije provirusne DNA u domacinski genom
te se infekcija ne moze eradicirati primjenom antivirusnih lijekova ¢ije su ciljne strukture
enzimi ovog virusa. Replikacijski ciklus HIV-a mozemo podijeliti na ranu fazu koja zapocinje
vezanjem virusne Cestice za povrSinu Stanice, a zavrSava umetanjem virusne DNA u genom
domacina i kasnu fazu koja obuhvaca sve procese od ekspresije proviralnog genoma do
otpustanja i sazrijevanja novih virusnih ¢estica (Freed 2015). HIV prepoznaje i veze molekulu
CD4 kao primarni receptor te CCR5 ili CXCR4 koreceptor na povrsini ciljnih stanica (najéesce
aktiviranih memorijskin CD4+ T-limfocita) pomoc¢u virusnog gp120. Vezanjem virusa na
stanicu dolazi do konformacijskih promjena u gp120 i gp41 podjedinicama proteina virusne
ovojnice (Env) te slijede procesi fuzije membrana i ulaska virusa u stanicu posredovani gp41
podjedinicom koja se zbog svoje hidrofobnosti umeée u plazma membranu stanice domacina
(Ozorowski i sur. 2017). HIV nakon ulaska u stanicu uklanja kapsidu i oslobada svoju
jednolan¢anu RNA koja se obrnuto prepisuje u virusnu DNA pomodu enzima reverzne
transkriptaze. Reverzna transkriptaza je izrazito sklona pogreskama tijekom obrnutog
prepisivanja zbog svoje niske vjerodostojnosti ugradnje nukleotida i nedostatka lektorirajuce
aktivnosti. Kao posljedica visoke stope mutacija nastaje iznimno raznolika skupina genskih

varijanti unutar kvazivrste u zarazenih osoba (Cervera i sur. 2019). Epitopi HIV-a koje



prepoznaju neutralizirajuca antitijela su takoder varijabilni $to virusnim varijantama omogucuje
kontinuirano izbjegavanje imunoloskog sustava, infekciju novih stanica i sintezu novih virusnih
Cestica (German Advisory Committee Blood 2016). Novonastala dvolanc¢ana virusna DNA
ulazi u jezgru u sklopu pre-integracijskog kompleksa (PIC) (Guo i sur. 2018) te se hasumi¢no
ugraduje u genom domacinske stanice pomo¢u LTR sekvenci u procesu posredovanom
enzimom integrazom (Guo i sur. 2018). Umetanjem virusne DNA uspostavlja se trajna infekcija
u obliku provirusa HIV-a integriranih u zarazenim stanicama. HIV upotrebljava enzime stanice
domacina za transkripciju provirusne DNA u jednolan¢anu RNA i translaciju nuznih proteina.
Za slaganje nove virusne Cestice kljucan je Pr55gag virusni strukturni poliprotein koji regrutira
virusnu RNA te virusne i/ili stani¢ne proteine potrebne za pupanje nove virusne ¢estice s CD4+
T-limfocita. Sazrijevanje nezrelih virusnih Cestica se odvija djelovanjem HIV-1 proteaze

nakon Cega virion poprima prethodno opisanu strukturu i postaje infektivan (Li i sur. 2017).
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Slika 3. Shematski prikaz replikacijskog ciklusa HIV-a (Preuzeto i prilagodeno prema Barré-Sinoussi i

sur. 2013)

lako su CD4+ T-limfociti najznacajnije ciljane stanice za infekciju HIV-om, mijeloidne stanice
poput monocita, makrofaga i dendritickih stanica takoder mogu biti zarazene HIV-om jer

eksprimiraju primarni receptor CD4 i kemokinske koreceptore CCR5 i CXCR4 (Rodrigues i



sur. 2017). Varijante virusa su klasificirane na R5, X4 ili R5X4 podvrste ovisno o Koristenju
pojedinacnih ili oba navedena koreceptora (Deeks i sur. 2015). Prirodni tijek infekcije HIV-om
gotovo uvijek zapoc€inje replikacijom RS varijante virusa i ranom deplecijom memorijskih
CD4+ T-limfocita u crijevima (Le Hingrat i sur. 2021). Nakon rane replikacije u oko priblizno
50% slucajeva dolazi do promjene tropizma virusa pri ¢emu HIV prelazi s vezanja CCR5 na
CXCRA4 koreceptor. Promjena tropizma i prisutnost X4 varijanti HIVV-a kod zarazenih osoba su
povezane s brzim iscrpljivanjem broja CD4+ T-limfocita i napredovanjem bolesti (He i Wu
2019).

1.4. Imunopatogeneza infekcije HIV-om tipa 1

Tijek infekcije HIV-om tipa 1 u ¢ovjeka moze se klasificirati u dvije glavne faze (akutnu i
kroni¢nu fazu) pri ¢emu u kroni¢noj fazi razlikujemo asimptomatsku fazu infekcije te
simptomatsku fazu bolesti ili AIDS (Slika 4) (Zitzmann i Kaderali 2018). Tijekom primarne
ili akutne infekcije koja se odvija u tjednima nakon infekcije (Zitzmann i Kaderali 2018), dolazi
do intenzivne replikacije virusa te razina HIV RNA u plazmi tj. viremija dostize vrhunac
(izmedu 10° — 10° kopija po ml plazme) (Zitzmann i Kaderali, 2018). Aktivacijom
imunoloskog odgovora dolazi do znac¢ajnog smanjenja virusnog opterecenja, te se viremija u
plazmi najéesée smanjuje na 107 kopija/ml ili ¢ak do nemjerljive razine detekcije molekularnim
testovima koji se koriste za kvantifikaciju HIV-1 RNA (<40 kopija HIV-1 RNA po ml plazme)
(Zitzmann i Kaderali, 2018). Stabilna i znacajno snizena vrijednost viremije nakon akutne
infekcije naziva se virusnom zadanom vrijednosti (eng. viral set point) (Deeks i sur. 2015).
Poznata je povezanost izmedu virusne zadane vrijednosti i klini¢kog ishoda: kod zarazenih
osoba s visokom razinom virusne zadane vrijednosti bolest brze napreduje do AIDS-a i smrti u

odnosu na zarazene 0S0be s nizim virusnim zadanim vrijednostima (Graham i sur. 1995).
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infekciji HIV-om (Preuzeto i prilagodeno prema Zitzmann i Kaderali 2018)

Virusna replikacija znac¢ajno doprinosi po¢etnom smanjenju broja CD4+ T-limfocita tijekom
akutne faze infekcije (Slika 4) indukcijom nekoliko mehanizama stani¢ne smrti: a) citoliza
stanica nakon pupanja virusa s povrSine stanice (citopatski ucinak), b) aktivnost CTL-a
specifi¢nih za HIV ¢) apoptoza potaknuta kaspazom 3 i/ili Bax proteinom (Le Hingrat i sur.
2021). Medutim, opisani su i dodatni tj. indirektni mehanizmi deplecije CD4+ T-limfocita
tijekom akutne infekcije koji se ne odnose na zarazene stanice: a) apoptoza okolnih stanica
(eng. bystander apoptosis) potaknuta djelovanjem virusnih proteina (gp120), b) aktivacijom-
inducirana stani¢na smrt (ACID) zbog imunoloske aktivacije koja ukljucuje i sintezu FasL te
ekspresiju Fas receptora na okolnim nezarazenim stanicama, c¢) piroptoza pomocu kaspaze-1
zbog abortivne infekcije stanice (Le Hingrat i sur. 2021). Temeljno obiljezje kroni¢ne faze
infekcije HIV-om je trajna replikacija virusa koja se prati odredivanjem virusnog optereéenja
kao i gubitak kontrole virusne replikacije od strane imunosnog sustava (Fenwick i sur. 2019)
(Slika 3). Tijekom asimptomatske faze infekcije HIV godinama opstaje u obliku latentnih
virusnih rezervoara dok se broj CD4+ T-limfocita kontinuirano smanjuje. U kasnoj fazi
kroni¢ne infekcije, broj CD4+ T-limfocita znacajno se smanjuje dok se kinetika virusne
replikacije povecava §to u konacnici dovodi do deficijencije stanicne imunosti, razvoja
oportunistic¢kih bolesti te AIDS-a (Slika 4) (Zitzmann i Kaderali 2018) .

Aktivirani CD4+ T-limfociti su preferencijalne stanice za produktivhu HIV-1 infekciju, ali
imaju kratki zivotni vijek zbog citopatskog ucinka virusa ili uniStenja posredovanog

citotoksi¢nim imunosnim odgovorom (Vanhamel i sur. 2019). Medutim, dio efektorskih stanica
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prelazi u stanje mirovanja i diferencira se u dugozivu¢e memorijske CD4+ T-limfocite.
Identificirani su razli¢iti tipovi memorijskih CD4+ T-limfocita prema ekspresiji povrsinskih
stani¢nih markera (Barton i sur. 2016). Centralne memorijske stanice se isticu kao najznacajniji
rezervoari latentne HIV-1 infekcije zbog svoje velike brojnosti, zadrzavanja proliferativnih
sposobnosti i dugog Zivotnog vijeka (Barton i sur. 2016; Vanhamel i sur. 2019). Uz stani¢ne
rezervoare, najvaznije anatomske rezervoare predstavljaju limfoidno tkivo povezano s
crijevima, sredi$nji Ziv€ani sustav, genitalni sustav i limfni ¢vorovi (Ait-Ammar i sur. 2020).
Kao $to je prethodno spomenuto, i druge imunoloske stanice mogu biti inficirane HIV-om te
postati rezervoarima virusa. Monociti i makrofagi predstavljaju znacajne posrednike upale
tijekom infekcije HIV-om, a disregulacija njihovih upalnih funkcija povezuje se i s razvojem
bolesti koje su povezane s upalnim procesima u HIV-om zaraZzenih osoba (Wong i sur. 2019).
Makrofagi prezivljavaju citopatske ucinke virusa in vitro §to ih ¢ini pogodnim rezervoarima
virusa. Medutim o njihovoj ulozi u infekciji HIV-om i latenciji se jo$ uvijek raspravlja s
obzirom veliku funkcionalnu raznolikost ovih stanica (Vanhamel i sur. 2019). Dendriticke
stanice su takoder podlozne infekciji HIV-om in vitro, ali su in vivo relativno oskudna stani¢na
subpopulacija. Smatra se da doprinose Sirenju HIV-a tako $to vezu kompletne virione i
prezentiraju T-limfocitima te omogucuju njihovu infekciju (Vanhamel i sur. 2019). Iscrpljenost
T-limfocita igra klju¢nu ulogu u kroni¢noj fazi infekcije, a uzrokovano je trajno povisenom
razinom virusnih antigena, hiperaktivacijom imunosnog sustava te narusenom homeostazom T-
stanica u timusu i limfoidnom tkivu (Fenwick i sur. 2019; Le Hingrat i sur. 2021).
Karakteristike T-limfocita HIV-om zarazenih osoba u fazi opsezne imunodeficijencije
ukljucuju smanjeni proliferativni kapacitet, smanjeni citotoksi¢ni potencijal te nepotpun
polifunkcionalni citokinski odgovor (sinteza IL-2, IFN-y, and TNF-a)) (Fenwick i sur. 2019).
Ekspresija receptora programirane stanicne smrti (PD-1) na povrSini HIV-specifi¢énih T-
limfocita je najznacajniji biljeg iscrpljenosti stanica koji je povezan sa smanjenom
citotoksi¢nom aktivnoséu CD8+ T-limfocita, povecanim virusnim optereenjem i smanjenim
brojem ukupne subpopulacije CD4+ T-limfocita. U zdravih osoba, PD-1 se kao jedan od
inhibitornih receptora, kratkotrajno pojacano eksprimira na povrsini efektorskih T-limfocita s
ciljem inhibicije T-stani¢nog imunosnog odgovora, a nakon uniStenja antigena Se ponovno
uspostavlja normalna razina. Na taj nacin se ograni¢ava aktivacija T-stanica te zaustavlja
imunoloska reakcija u zavr$nim fazama akutne infekcije kada se umnazanje patogena veé
uspjesno moze kontrolirati. Medutim, u slucaju kroni¢ne infekcije HIV-om kada imunoloski
odgovor nije u stanju unistiti strane antigene te se javlja kronicna imunoloska aktivacija, CD4+

i CD8+ T-limfociti ulaze u prethodno spomenuto stanje iscrpljenosti (Fenwick i sur. 2019). Do
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stvaranja upalnog odgovora dolazi zbog oslobadanja upalnih citokina nakon smrti CD4+ T-
stanica i mijeloidnih stanica. Uz to, dolazi i do ostecenje integriteta crijevnog epitela,
enteropatije 1 mikrobne translokacije. Mikrobni produkti poticu lokalnu i sistemsku upalu te
aktivaciju makrofaga (Kristoff i sur. 2014; Sokoya i sur. 2017). Imunoloska aktivacija i trajna
upala stvaraju ponavljaju¢u petlju dogadaja koji ukljucuju privlacenje novih CD4+ T-limfocita,
povecéanje broja HIV-osjetljivih stanica i reaktivaciju latentnih provirusa (Doitsh i sur. 2014).
Sinteza novih virusnih Cestica i njihovih proteina zatim ponovno potice upalu, ostecenje tkiva
i mikrobnu translokaciju (Le Hingrat i sur. 2021). U konac¢nici nastaje kroni¢na upalna reakcija
koja uzrokuje progresivnu imunosnu disregulaciju koja rezultira razvojem AIDS-a (de Paula i
sur. 2018).

1.5. Dijagnoza HIV-1 infekcije u kasnoj simptomatskoj fazi bolesti: bioloski mehanizmi i
biomedicinsko zna¢enje

Kaskada skrbi osoba zarazenih HIV-om je pojam koji opisuje odnos izmedu pretpostavljenog
broja zarazenih osoba u odredenom geografskom podru¢ju, broja osoba kod kojih je
dijagnosticirana zaraza te broja uspjesno lijeenih osoba s nemjerljivom viremijom u plazmi
(Haber i sur. 2016). Kaskade u skrb kod osoba zarazenih HIV-om znacajno se razlikuju u
pojedinim europskim zemljama, a postotak osoba za koje se pretpostavlja da su zarazene no
ostaju nedijagnosticirane u rasponu je od 20% do cak 70% (Drew i sur. 2017). Uz to,
procjenjuje se da se zaraza HIV-om dijagnosticira u kasnoj fazi infekcije u ¢ak 50% HIV-om
zarazenih osoba u Europi (ECDC 2020). Kasna prezentacija (KP) u skrb kod infekcije HIV-
om odnosi se na osobe kod kojih se zaraza HIVV-om dijagnosticira te koje ulaze u skrb u fazi
znacajne deficijencije imunoloskog sustava tj. s <350 CD4+ T-limfocita/ul krvi ili u sluc¢aju da
su oboljeli od AIDS-a tj. kasne simptomatske faze HIV bolesti neovisno o broju CD4+ T-

limfocita u razdoblju do 6 mjeseci nakon dijagnoze zaraze HIVV-om (Antinori i sur. 2011).

Kasna dijagnoza i/ili kasno uklju¢ivanje u skrb povezano je s brojnim nepovoljnim
biomedicinskim parametrima od kojih je znacajno istaknuti: i) Sirenje virusa I pojava sve veceg
broja oboljelih osoba u populaciji te nepovoljne posljedice na javno zdravlje; ii) Sirenje sojeva
stani¢ne imunosti usprkos primjeni antiretrovirusnih lijekova te iv) povecan mortalitet i
morbiditet zbog brojnih oportunisti¢kih infekcija (Darcis i sur. 2018; Hu i sur. 2019). Rana
dijagnoza HIV-infekcije i uklju¢ivanje u skrb te posljedi¢no zapo€injanje antiretrovirusnog

lijeCenja u $to ranijoj fazi infekcije iznimno su znacajni u bioloSkom smislu tj. u kontekstu
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imunopatogeneze HIV-bolesti jer rani pocetak lijeCenja smanjuje brzinu uspostavljanja
latentnih rezervoara virusa te utjece na molekularnu raznolikost sojeva HIV-a koji se povezuju
s infekcijom dugozivuéih stanica. Naime, u osoba kod kojih je dijagnoza postavljena u kasnoj
simptomatskoj fazi infekcije, vecina latentnih virusnih rezervoara sadrzi sojeve virusa sa
brojnim steCenim mutacijama koje virusu omogucuju izbjegavanje efektorskih mehanizama
imunoloskog sustava, 0s0bito citotoksi¢nog imunosnog odgovora (Darcis i sur. 2018). Vrlo
kasna prezentacija bolesti tj. prezentacija u uznapredovaloj fazi HIV bolesti odnosi se na osobe
kojima je dijagnosticirana zaraza HIV-om u fazi iznimno opseZne deficijencije stani¢ne
imunost tj. s <200 CD4+ T-limfocita/ul krvi ili s dijagnozom bolesti koja je karakteristi¢na za
AIDS neovisno o broju CD4+ T-limfocita u razdoblju do 6 mjeseci nakon dijagnoze infekcije
(Antinori i sur. 2011). Uznapredovala HIV bolest ukazuje na visoku podloZnost oportunisti¢kim
infekcijama, a sto je osobito znacajno za gljivi¢ne infekcije ukljucujuéi pneumoniju uzrokovanu
s Pneumocystis jirovecii, mikobakterijske infekcije i infekciju citomegalovirusom koja moze

zahvatiti razli¢ite organske sustave (Le Hingrat i sur. 2021).

1.6. Antiretrovirusno lijecenje

Vrlo djelotvorno antiretrovirusno lije¢enje (engl. highly active antiretoviral treatement,
HAART) HIV-1 infekcije omogucuje uéinkovito smanjenje virusne replikacije, rekonstituciju
imunoloskog sustava s posebnim naglaskom na porast broja CD4+ T-limfocita, te znacajno
smanjenja rizika od razvoja AIDS-a (Deeks i sur. 2015). Standardno lijecenje HIV-infekcije
temelji se na primjeni kombinacije antiretrovirusnih lijekova iz klase inhibitora reverzne
transkriptaze, integraze i proteaze s ciljem smanjenja virusnog opterecenja na nemjerljivu
razinu tj. na razinu koja je niza od granice detekcije testova lan¢ane reakcije polimerazom s
reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu koja se primjenjuje za kvantifikaciju HIV-1
RNA u plazmi (najcesée <40 kopija HIV-1 RNA po mL) (Osborne i sur. 2020). Vazno je
istaknuti da je ART cjeloZivotna terapija jer se razina virusnog optereéenja moze obnoviti ve¢
nakon dva tjedna od prestanka lijeCenja. Smatra se da su stabilni rezervoari HIV-1 provirusa
glavni razlog za ponovno zapocinjanje replikacije virusa nakon prestanka lijecenja (Vanhamel
i sur. 2019). Uz nemogucnost potpune eliminacije stabilnih virusnih rezervoara, jedan od
znacajnih nedostataka ART-a je i otezan prolaz nekih lijekova kroz krvno-mozdanu barijeru §to
predstavlja nuzan preduvjet za postizanje optimalnih terapeutskih koncentracija u sredisnjem
zivéanom sustavu (Osborne i sur. 2020). Latentni virusni rezervoari HIV-a formiraju se u vrlo
ranoj fazi infekcije, prije nego $to nastupi simptomatska akutna faza 1 prije nego S§to
dijagnosticki testovi mogu potvrditi zarazu (Ait-Ammar i sur. 2020). lako zapocinjanje
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antiretrovirusnog lijeCenja u ranoj fazi akutne infekcije ne moze sprijeciti latentnu zarazu
miruju¢ih CD4+ T-limfocita, rani pocetak lijeCenja osigurava manji opseg latentnog virusnog
rezervoara $to povoljno djeluje na ishod lijecenja te patogenezu bolesti (Vanhamel i sur. 2019).
Temeljem spoznaja o imunopatogenezi HIV-1 infekcije i znacajnosti bioloSke funkcije
latentnih rezervoara virusa, medunarodne smjernice za lijeCenje HIV-1 infekcije preporucuju
zapocinjanje lije¢enja neposredno nakon otkrivanja zaraze kod svih odraslih osoba, neovisno o
apsolutnom broju CD4+ T-limfocita (WHO 2021). U tom smislu je dijagnoza HIV-infekcije u
ranoj fazi tj. pri §to ve¢em broju CD4+ T-limfocita jedan od prioriteta u ovom podrudju.
Antiretrovirusno lije¢enje dostupno je u Hrvatskoj od sije¢nja 1998.g., a sustav dijagnostike
(ukljucujuéi pracenje CD4+ T-limfocita i viremije) centraliziran je na nacionalnoj razini u
Klinici za infektivne bolesti (KZIB) "Dr. Fran Mihaljevi¢" u Zagrebu.

1.7. Epidemiologija HIV-1 infekcije i globalna strategija usmjerena na otkrivanje zaraze
HIV-om

Jedan od globalnih ciljeva odrzivog razvoja UN-a za zdravlje je okon¢anje epidemije HIV-a do
2030. godine (https://www.unaids.org/). Kako bi se to ostvarilo, Zajednicki program
Ujedinjenih naroda za HIV/AIDS (UNAIDS) je postavio ciljeve da do 2020. godine 90%

inficirane populacije zna svoj HIV status, da 90% populacije dijagnosticirane s HIV-om prima

ART te da 90% ljudi koji primaju ART postignu viralnu supresiju (https://www.unaids.org/).
U 2020. godini 84% inficiranih ljudi znalo je svoj HIV status, 87% inficirane populacije primalo
je ART, a 90% inficirane populacije je postiglo viralnu supresiju (UNAIDS 2020). Ukoliko ova
strategija bude uspjesna, a u suradnji sa kontinuiranim donatorskim i nacionalnim
financiranjem programa za borbu protiv HIV-a, otvara se moguc¢nost odrzavanja i unapredenja

klini¢kih intervencija te u kona¢nici stavljanja pandemije HIV-a pod kontrolu.

U Hrvatskoj je u razdoblju od 2010.-2019.g. zaraza HIV-om dijagnosticirana kod 1734 osobe,
a Hrvatska se svrstava u skupinu europskih zemalja s najnizom stopom novih slucajeva
infekcije HIVV-om na 100 000 stanovnika (ECDC 2020). Medutim, znacajno je istaknuti da
postoje potencijalni ¢imbenici rizika za Sirenje infekcije te za porast opsega epidemije u
Hrvatskoj zbog odredenih posebnosti koje ukljucuju Sirenje infekcije u muskoj populaciji koji
imaju spolne odnose s muskarcima, otvorene granice i razvijeni turizam, drzavljane koji putuju
u inozemstvo kao i veliki broj radnih migranata (ukljucuju¢i pomorce) koji borave u zemljama

visoke incidencije infekcije.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su:

1) Analizirati imunosni status (na temelju postotka i broja CD4+ T-limfocita u perifernoj
krvi) i kinetiku virusne replikacije u osoba kod kojih je zaraza HIVV-om otkrivena u
Hrvatskoj u vremenskom razdoblju od 2014. do 2017. godine i dobivene rezultate
usporediti s podacima iz 2020. godine

2) Utvrditi postoji li znacajna razlika u broju ispitanika kod kojih je infekcija HIV-om
otkrivena pri broju CD4+ T-limfocita manjim od 350 (kasha prezentacija u skrb)
odnosno manjim od 200 CD4+ T-limfocita (vrlo kasna prezentacija u skrb) u
promatranim vremenskim intervalima (prije i tijekom pandemije COVID-19)

3) Analizirati dodatne parametre stani¢ne imunosti (B-limfocite, T-limfocite, NK-stanice,
CD8+ T-limfocite, omjer CD4+ i CD8+ T-limfocita, aktivirane HLA-DR+ T-limfocite
i CD38+CD8+ T-limfocite) te njihovu mogucu povezanost S Kinetikom virusne
replikacije
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici i dizajn istrazivanja

U ovo retrospektivno istrazivanje ukljuceno je 451 ispitanika iz Hrvatske kod kojih je zaraza
HIV-om tipa 1 otkrivena u razdoblju od sije¢nja 2014.g. do prosinca 2017.9. te od sije¢nja do
prosinca 2020.g. Ispitanici su nakon dijagnoze ukljuceni u skrb Klinike za infektivne bolesti
,Dr. Fran Mihaljevi¢* (KZIB) u Zagrebu. U istrazivanje su ukljuceni ispitanici koji nisu
prethodno bili u skrbi u drugoj ustanovi te nisu lijeCeni ART-om. Imunoloski status ispitanika
(postotak i broj CD4+ T-limfocita po uL krvi) i kinetika virusne replikacije (broj kopija HIV-1
RNA po ml plazme) u trenutku dijagnoze infekcije HIV-om tipa 1 (tj. prilikom ukljucenja u
skrb) odredeni su u Odjelu za imunolosku i molekularnu dijagnostiku KZIB. Rezultati
imunoloskih i molekularnih testova izdvojeni su iz elektronske baze podataka Odjela.
Identifikacijski podaci o ispitanicima kodirani su za potrebe ovog istrazivanja. Istrazivanje je
provedeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Molekularna epidemiologija,

klini¢ke osobitosti i1 skrb za osobe zarazene HIV-om u Hrvatskoj*.

3.2. Definicije i varijable

U ovom je istrazivanju broj CD4+ T-limfocita koristen kao temeljni kriterij procjene
deficijencije stani¢ne imunosti HIV-om zarazenih osoba. Takoder je koristen i kao kriterij za
definiciju kasne prezentacije (<350 CD4+ T-limfocita/ul) odnosno vrlo kasne prezentacije
(<200 CD4+ T-limfocita/ul) u skrb (Antinori i sur. 2011). Broj CD4+ T-limfocita po mikrolitru
krvi u zdravih osoba u rasponu je od 500-1400 stanica. Centar za kontrolu i prevenciju bolesti
(CDC) definira broj CD4+ T-limfocita manji od 200 stanica po ul krvi kao jedan je od kriterija
za dijagnozu kasne simptomatske HIV-bolesti tj. AIDS-a. Podaci o broju CD4+ T-limfocita po

pl krvi bili su dostupni za 449 ispitanika 1 uklju€eni su u statisticku analizu.

Podaci o dodatnim parametrima stani¢ne imunosti bili su dostupni za 68 ispitanika kod kojih je
HIV-1 infekcija dijagnosticirana tijekom 2020.g. te ukljucuju postotak T-limfocita (CD3+
stanice nakon analize veli¢ine, zrnatosti te ekspresije pan-leukocitnog biljega CD45), B-
limfociti (CD19+ stanice), NK-stanice (CD16+CD56+ stanice), CD8+ T-limfociti
(CD8+CD3+ stanice), omjer CD4+ i CD8+ T-limfocita, postotak aktiviranih HLA-DR+ T-
limfocita te postotak aktiviranih CD38+CD8+ T-limfocita.
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U razdoblju od 2014. do 2017.g. limfocitne subpopulacije odredene su metodom cetverostrukog
i peterostrukog bojanja (kombinacijama protutijela specificnih za CD45-FITC/CD4-RD-
1/CD8-ECD/CD-3PC-5 te CD45-FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD/CD3-PC-5 i HLA-DR PC7)
uz direktnu kvantifikaciju stanica na protocnom citometru CYTOMICS FC 500 (Beckman
Coulter, USA). Tijekom 2020.g., limfocitne subpopulacije periferne krvi analizirane su
metodom Sesterostrukog bojanja uz primjenu kombinacije protutijela CD3-FITC/CD16-PE +
CD56-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD4-PE-Cy7/CD19-APC/CD8-APC-Cy7 1 cCetverostrukog
bojanja (CD38-FITC/CD38-PE/CD3-PerCP/HLA-DR-APC) uz primjenu proto¢nog citometra
FACS Canto Il (Beckton Dickinson, USA).

Viremija je odredena koriste¢i PCR u stvarnom vremenu uz prethodnu reverznu transkripciju
(RT-gPCR) primjenom testa COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 assay, version 2.0
(Roche Diagnostics) , a izraZzena je kao broj RNA kopija virusa/ml plazme. U testu se
primjenjuju pocetnice koje umnazaju sekvencu unutar visoko konzervirane regije gena gag i
LTR regije virusnog genoma. Podaci o viremiji bili su dostupni za 426 ispitanika koji su

ukljuceni u statisticku analizu.

3.3. Obrada podataka

Sve statisticke analize i graficke obrade podataka obavljene su u programima SPSS 17 (IBM
2008) i Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation 2016). Prikupljeni podaci o viroloskim i
imunoloskim parametrima pacijenata su opisani pomocu standardne deskriptivne statistike. Za
kontinuirane varijable izraCunata je aritmeticka sredina sa pripadaju¢om standardnom
devijacijom, standardnom pogreskom te minimumom i maksimumom. Analiza varijance (eng|.
Analysis of variance, ANOVA) koristena je za usporedbu kontinuiranih varijabli medu
skupinama, a razlike medu skupinama su potvrdene post hoc analizom koriste¢i Bonferroni test.
Hi kvadrat test je koriSten za analizu trendova kasne prezentacije i uznapredovale HIV bolesti
tijekom razli¢itih godina. Povezanost izmedu pojedinih parametara analizirana je upotrebom
Pearsonovog koeficijenta korelacije (r). P-vrijednost <0,05 smatrana je znac¢ajnom, a svi testovi
znacajnosti bili su dvostrani. Predstavljeni rezultati iskljucuju nedokumentirane ili nepoznate

vrijednosti.
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4. REZULTATI

Rezultati deskriptivne statisticke analize odabranih imunoloSkih i viroloSkih parametara
(viremija u plazmi, broj i postotak CD4+ T-limfocita po pl krvi) kod ukupno 451 ispitanika kod
kojih je zaraza HIV-om tipa 1 dijagnosticirana u razdoblju od 2014.-2017.g. te 2020.g.
prikazani su u Tablici 1.

Srednje vrijednosti postotka i broja CD4+ T-limfocita bile su najvise u ispitanika kod kojih je
zaraza HIV-om dijagnosticirana tijekom 2020.g. (Tablica 1). Srednja vrijednost broja CD4+ T-
limfocita po ul krvi bila je visa od vrijednosti koja definira kasnu prezentaciju u skrb (350 CD4+
stanica/pl) u ispitanika kod kojih je zaraza dijagnosticirana 2015. i 2020.g. (Slika 5). Najvisa
srednja vrijednost viremije dokazana je u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om tipa 1

dijagnosticirana tijekom 2017.g.

Tablica 1. Odabrani viroloski i imunoloski parametri ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om tipa 1
dijagnosticirana u razdoblju od 2014.-2017. i 2020.9

Srednja Standardna
Varijabla Godina N vrijednost Minimum | Maksimum devijacija
Viremija 2014. 73 2745414 0 2290 975 505 292,5
2015. 109 7787829 966 40716 110 4 029 892,3
2016. 80 138 294 2 2790 000 429 818,724
300 006

2017. 107 284 622 003,2 159 9200 2929 093, 491
2020. 57 294 072,1 165 6083296 850 442,216

% CD4+ T-

limfocita 2014. 75 18 0,4 48,2 12,5
2015. 109 20,7 0,7 50,8 11,4
2016. 80 19 0,178 47,8 11,6
2017. 107 17,6 0,3 45,8 10,5
2020. 67 25 2 52 12,2
Broj CD4+ T-

limfocita/ul 2014, 75 314,4 5 1871 343,2
2015. 109 395,9 6 1767 293,4
2016. 80 306,1 1 1149 247
2017. 107 286,3 0 815 214,6
2020. 78 433,6 2 1248 306,4
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Slika 5 Srednje vrijednosti broja CD4+ T-limfocita/pl u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om tipa 1
otkrivena u razdoblju od 2014.-2017. i 2020.g.

Provedena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) kako bi se usporedili viroloski i
imunoloski parametri ispitanika obzirom na godinu dijagnoze zaraze HIV-om tipa 1 i
uklju€ivanja u skrb. ANOVA test nije pokazao statisti€¢ki znacajan utjecaj razlicitih godina
dijagnoze i ukljucivanja u skrb na viremiju u ispitanika (Tablica 2). Medutim, dokazan je
statisticki znacajan utjecaj razli¢itih godina dijagnoze i ukljucivanja u skrb na postotak 1 broj

CD4+ T-limfocita u promatranom vremenskom razdoblju.
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Tablica 2. Jednosmjerna ANOVA za usporedbu srednjih vrijednosti viremije, postotka i broja CD4+ T-
limfocita izmedu skupina ispitanika zarazenih HIV-om tipa 1 koji su ukljuceni u skrb tijekom 2014.-
2017. odnosno u 2020.g. (SS (engl. Sum of Squares) - zbroj kvadrata odstupanja, df (engl. Degrees of

Freedom) - stupnjevi slobode, MS (engl. Mean Squares) - srednji kvadrati, F (engl. F-ratio) - F-omjer)

Varijabla SS df MS F p-vrijednost
Viremija
Izmedu
skupina 5,725E+21 4 1,431E+21 | 0,489 0.744
Unutar
skupina 9,094E+23 311 2,924E+21
Postotak CD4+
T-limfocita
[zmedu
skupina 2679,1 4 669,8 | 5,024 0,001
Unutar
skupina 57 726,1 433 133,3
Broj CD4+ T-
limfocita/ul
Izmedu
skupina 1453 965,7 4 363491,4| 4,619 0,001
Unutar
skupina 34 942 925,1 444 78700,3

Obzirom na to da su testom jednosmjerne ANOVA analize dokazane statisticki znacajne
razlike, proveden je Bonferroni post-hoc test koji potvrduje razlike srednjih vrijednosti postotka
CD4+ T-limfocita kao i broja CD4+ T-limfocita/ul izmedu skupina ispitanika obzirom na
vremenski period dijagnoze infekcije te ukljucenja u skrb (razdoblje od 2014.-2017. i 2020. g.).

Srednja vrijednost postotka CD4+ T-limfocita u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om
otkrivena tijekom 2020.g. bila je statisti¢ki znac¢ajno vecéa u usporedbi s ispitanicima kod kojih
je zaraza dijagnosticirana 2014.g. (post hoc Bonferroni test, P =0.03), 2016.g. (post hoc
Bonferroni test, P =0.019) i 2017.g. (post hoc Bonferroni test, P =0.001) (Tablica 3; Slika 6).
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Slika 6. Srednje vrijednosti postotka CD4+ T-limfocita u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om tipa 1
otkrivena u razdoblju od 2014.-2017. i 2020.g.

Nije dokazana statistiCki znacajna razlika izmedu srednjih vrijednosti postotaka CD4+ T-

limfocita u ispitanika koji su ukljuceni u skrb nakon dijagnoze tijekom 2020. i 2015. g. (post

hoc Bonferroni test, P =0.0173).

Tablica 3. Bonferroni post-hoc test za odredivanje znacajnosti razlika izmedu srednjih vrijednosti

postotka CD4+ T-limfocita u ispitanika kod kojih je zaraza HIVV-om tipa 1 dijagnosticirana u razdoblju
od 2014.-2017. i 2020.g. (MD (engl. Mean Difference) - Razlike izmedu srednjih vrijednosti, SE (engl.
Standard Error) — Standardna pogreska)

Postotak CD4+ T- MD )
limfocita SE p-vrijednost
2020. vs 2014. 7,010 1,940 0,03
2020. vs 2016. 5,974 1912 0,019
2020. vs 2017. 7,324 1,799 0,001
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Srednja vrijednost broja CD4+ T-limfocita/ul bila je statisti¢ki znacajno veca u osoba koje su
ukljucene u skrb tijekom 2020.g. u usporedbi s osobama koje su ukljuc¢ene u skrb 2016. (post
hoc Bonferroni test, p=0.045) i 2017.9. (post hoc Bonferroni test, p=0.005). Uz to, srednja
vrijednost broja CD4+ T-limfocita bila je statisticki zna¢ajno visa u ispitanika koji su ukljuceni
u skrb nakon dijagnoze tijekom 2015. u usporedbi s 2017.g. (post hoc Bonferroni test, p=0.043)
(Tablica 4; Slika 5).

Tablica 4. Bonferroni post-hoc test za potvrdu znacajnosti razlika izmedu srednjih vrijednosti broja
CD4+ T-limfocita/ul u ispitanika koji su u skrb ukljuéeni nakon dijagnoze zaraze HIV-om tipa 1 u
razdoblju od 2014.-2017. i 2020.9. (za objasnjenje kratica pogledati Tablicu 3)

Br_oj Cp4+ T- MD )
limfocita/ul SE p-vrijednost
2015. vs 2017 109,637 38,178 0,043
2020. vs 2016. 127,502 44,640 0,045
2020. vs 2017. 147,328 41,767 0,005

Dokazana je znacajna pozitivna korelacija izmedu postotka i broja CD4+ T-limfocita/ul (p =
0.721, p<0,001). Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu viremije i postotka CD4+ T-
limfocita (p = -0.032, p=0.580) te viremije i broja CD4+ T-limfocita/ul (p=0.015, P=0.791).

Trendovi kasne prezentacije i uznapredovale HIV bolesti analizirani su pomoc¢u Pearsonovog
hi kvadrat testa. Uoc¢en je relativno stabilan broj ispitanika s kasnom prezentacijom bolesti
tijekom razdoblja od 2014.-2017. i 2020.g. (Tablica 5). Hi kvadrat test nije pokazao statisticki
znacajne razlike izmedu broja kasnih prezentera primljenih u skrb tijekom razli¢itih godina
(kasna prezentacija: ¥2 = 9.512, P = 0.05). Medutim, pokazana je statisticki znacajna razlika
broja ispitanika s uznapredovalom fazom HIV bolesti pri dijagnozi tijekom razli¢itih godina
(x2=17.675, P =0.001). NajniZe vrijednosti postotka ispitanika s kasnom prezentacijom u skrb
te prezentacijom u skrb tijekom uznapredovale faze HIV-bolesti u skrb dokazani su kod

ispitanika ukljucenih u skrb nakon dijagnoze tijekom 2015. i 2020.g. (Slika 7).
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Tablica 5. Broj i postotak ispitanika s kasnom prezentacijom u skrb te ispitanika koji su ukljuceni u

skrb tijekom uznapredovale faze HIV-bolesti (jako kasna prezentacija) u razdoblju od 2014.-2017. i

2020.9.
Godina Kasna Bez kasne Uznapredovala | HIV bolest (nije UKUDNO
diiaanoze prezentacija | prezentacije N HIV bolest N uznapredovala) Np
%9 N (%) (%) (%) N (%)
2014. | 47 (62,7) | 28 (37.3) 35 (46.7) 45 (53,3) &
2015. | 51 (46.8) | 58 (53.2) 25 (22,9) 84 (77.1) 109
2016. | 46 (57.5) | 34 (42,5) 33 (41.2) 47 (58.,8) 80
2017. | 65(60,7) | 42 (39,3) 41 (38,3) 66 (61,7) 107
2020. | 35 (44,9) | 43 (55.1) 18 (23.7) 58 (76,3) 8
70,0% .
62,7% 60,7%
60,0%
% 50,0%
% 40,0%
?‘403 30,0% \o o5 23 7% =@==Kasna prezentacija
2 Uznapredovala HIV bolest
& 20,0%
10,0%
0,0%
2014 2015 2016 2017 2020

Godina dijagnoze

Slika 7. Postoci ispitanika s kasnom i vrlo kasnom prezentacijom u skrb nakon dijagnoze zaraze HIV-

om obzirom na godinu dijagnoze

Dokazana je znacajna pozitivna korelacija izmedu postotka CD4+ T-limfocita i broja CD4+ T-

limfocita/ul (p = 0.721, p<0,001). Nije pronadena znacajna povezanost izmedu viremije i

19




postotka CD4+ T-limfocita stanica (p=-0.032, p=0.580) te viremije i broja CD4+ T-limfocita/ul
(p=0.015, p=0.791).

Rezultati deskriptivne statisticke analize za dodatne imunoloske parametre tj. postotak T-
limfocita, B-limfocita, citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita, NK-stanica, aktiviranih T-limfocita,
CD8+/CD38+ stanica, omjera CD4+/CD8+ T-limfocita kao i broja te postotka CD4+ T-
limfocita za 68 ispitanika koji su ukljuceni u skrb nakon dijagnoze infekcije HIV-om tipa 1

tijekom 2020.g. prikazani su u Tablici 6.

U perifernoj krvi ispitanika zarazenih HIV-om opisana je snizena srednja vrijednost postotka
pomo¢nic¢kih CD4+ T-limfocita u odnosu na referentne vrijednosti kao i snizeni apsolutni broj
pomo¢nickih CD4 T-limfocita/pl. Srednja vrijednost omjera pomoc¢nic¢kih CD4+ i citotoksi¢nih
CD8+ T-limfocita takoder je bila snizena u odnosu na referentne vrijednosti. Srednje vrijednosti
postotaka citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita te aktiviranih T-limfocita takoder su bile poviSene u
odnosu na referentne vrijednosti. Srednje vrijednosti ostalih stani¢nih populacija nalaze se

unutar svojih referentnih vrijednosti (Tablica 6).

Tablica 6. Parametri stani¢ne imunosti ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om otkrivena 2020.g. te su

ukljuceni u skrb (podebljane su srednje vrijednosti koje odstupaju od referentnih vrijednosti)

Srednja Referentna
Stani¢na populacija N | vrijednost | Minimum | Maksimum SD vrijednost
Postotak T-limfocita 68 87,1 56,1 759 83,1 60-85%
Postotak B-limfocita 68 95 0,3 31,3 6 5-20%
Postotak CD4+
T-limfocita
68 25,1 2 51,8 11,9 35-60%
Postotak CD8+
T-limfocita
68 491 21,3 745 11,5 10-30%
Postotak NK stanica 68 11,8 2,4 25,4 6,2 0-15%
Postotak aktiviranih
T-limfocita 68 29,1 6 74,1 14 0-10%
Broj CD4+ stanica/ul | 68 463,6 13 1248 297,6 500-1500/pl
Postotak
CD8+/CD38+ 68 33,6 0,9 76 20 0,9-7%
Omjer CD4+/CD8+ 68 0,6 0 2,4 0,4 1,9 (1-3,6)
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Dokazana je znacajna negativna korelacija izmedu postotka aktiviranih T-limfocita i broja
CD4+ T limfocita/ul (p = -0.351, p=0.003). Postotak aktiviranin HLA-DR+ T-limfocita
pozitivno korelira s postotkom CD8+/CD38+ T-limfocita (p=0.776, p<0.001) te viremijom (p

= 0.428, p=0.003). Uocena je i negativna povezanost izmedu postotka CD8+/CD38+ T-

limfocita i broja CD4+ T-limfocita (p=-0.547, p<0.001). Naposlijetku, utvrdeno je da viremija

pozitivno korelira s postotkom aktiviranih T-limfocita (p=0.776, P<0.001) te postotka
CD8+/CD38+ T-limfocita (p=0.34, P=0.02) (Tablica 7).

Tablica 7. Povezanost viroloskih i imunoloskih parametara kod ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om

tipa 1 dijagnosticirana 2020.g. izrazena Pearsonovim koeficijentom korelacije

Postotak Postotak
aktiviranih T- | Broj CD4+ CD8+/CD38+
Varijabla limfociti stanica/ul stanica Viremija
Postotak aktiviranih
T-limfociti
p=-0.351,
Broj CD4+ stanica/ul | P=0.003
Postotak p=0.776 p =-0.547
CD8+/CD38+ stanica | P<0.001 P<0.001 1
p =0.428 p=0.025 p=0.340
Viremija P=0.003 P=0.867 P=0.02
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5. RASPRAVA

Pomoc¢nicki CD4+ T-limfociti najznacajnije su stanice za aktivnu replikaciju HIV-a tipa 1, a
njihova progresivna deplecija tijekom infekcije u bioloskom je smislu obiljezje
imunopatogeneze HIV/AIDS-a. U biomedicinskim istrazivanja te pracenju osoba zarazenih
HIV-om te oboljelih od simptomatske HIV-bolesti tj. AIDS-a, apsolutni broj CD4+ T-limfocita
klju¢ni je parametar za procjenu imunoloskog statusa pri dijagnozi te jedan od kljuc¢nih
parametara prac¢enja oporavka imunoloSkog sustava tijekom antiretrovirusnog lije¢enja (Ren i

sur. 2017).

Ovo istrazivanje pokazalo je korelaciju izmedu ukupnog broja i postotka CD4+ T-limfocita.
Medutim, dostupna su i istrazivanja koja pokazuju da u nekih bolesnika (8-10%) nije moguce
dokazati korelaciju ovih parametara tj. dolazi do diskordantne kinetike broja i postotka ovih
stanica (Goicoechea i Haubrich 2005). Pri tome se postavlja pitanje koji je od ova dva parametra
prikladniji za procjenu imunoloSkog statusa HIV-om zaraZenih osoba, posebno u smislu
pocetka primjene profilakti¢kih antifungalnih i antivirusnih lijekova. Primjerice, smjernice
predlazu pocetak primjene kemoprofilakse protiv uzro¢nika pneumonije Pneumocystis jirovecii
(PJP) ukoliko je apsolutni broj CD4+ T-limfocita manji od 200 stanica/ul kao i kod bolesnika
s manje od 14% CD4+ T-limfocita (Lin i sur. 2016). Novija istrazivanja Anyimadu i sur. (2018)
pokazala su da je apsolutni broj CD4+ T-limfocita bolji pokazatelj optimalnog vremena
zapocinjanja primjene profilakse protiv infekcije PJP-om u odnosu na postotak CD4+ T-
limfocita. Potrebno je provesti i dodatna istrazivanja s ciljem boljeg razumijevanja bioloskog
znaCenja razli¢ite kinetike apsolutnog broja i postotka CD4+ T-limfocita koja bi omogucila
pouzdaniju procjenu optimalnog parametra za procjenu imunoloskog statusa HIV-om zarazenih

osoba.

Uz apsolutni broj CD4+ T-limfocita, virusno optereéenje neizostavan je dio pracenja tijeka
infekcije HIV-om kao i procjene viroloskog ucinka antiretrovirusnog lijeenja (Dessie i sur.
2020). lako su prethodna istrazivanja pokazala povezanost izmedu viremije i broja CD4+ T-
limfocita (COHERE 2014; Le Hingrat i sur. 2021; Kumar 2017), rezultati ovog rada ne ukazuju
na postojanje korelacije izmedu ova dva parametra te ukazuju na znacajnu korelaciju izmedu
viremije i postotka aktiviranih T-limfocita te CD8+ T-limfocita. Navedeni rezultati su u skladu
s hipotezom o hiperaktivaciji imunolo§kog sustava kao klju¢nog parametra U imunopatogenezi
HIV-infekcije u kroni¢noj fazi. Longitudinalna istrazivanja dokazala su da je vece virusno

opterecenje povezano s povecanom kinetikom smanjenja broja CD4+ T-limfocita (Farahani i
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sur. 2016) sto ukazuje da rizik od progresije imunodeficijencije i bolesti raste s kinetikom

virusne replikacije te amplitudom smanjenja broja CD4+ T-limfocita (Dessie i sur. 2020).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om otkrivena
2020.9. broj i postotak CD4+ T-limfocita bio znac¢ajno veci u usporedbi s ispitanicima kod kojih
je infekcija otkrivena u 2014., 2016. i 2017.g.. Navedeni rezultati pokazuju da je tijekom
2020.9g. zaraza HIV-om dijagnosticirana u ranoj fazi infekcije HIV-om u ve¢em broju ispitanika
(55,1%) u usporedbi s prethodnim razdobljima. Obzirom na to da je KP znacajno povezana s
ve¢im rizikom od mortaliteta i morbiditeta te Sirenja virusa u populaciji (Darcis i sur. 2018),
rana dijagnoza i moguc¢nost §to ranije primjene ART-a u lijeCenju infekcije u fazi prije razvoja

uznapredovale imunodeficijencije iznimno su zna¢ajni na individualnoj i na globalnoj razini.

Kasna dijagnoza infekcije HIV-om i dalje ostaje veliki izazov u Europi, posebice u regijama
istoéne 1 jugoistocne Europe. Procjene ECDC-a pokazuju da je vise od polovice (53%)
novodijagnosticiranih HIV-om zarazenih osoba u Europi tijekom 2019.g. bilo Klasificirano u
kategoriju kasnih prezentera (<350 CD4+ T-limfocita/ul) te da je ¢ak 31% imalo razvijenu
uznapredovalu HIV bolest (<200 CD4+ T-limfocita/ul) (ECDC 2020). Postoci kasnih
prezentera u populaciji osoba kod kojih je otkrivena infekcija HIV-om u Hrvatskoj u razdoblju
od 2014.-2017. (62%, 47%, 58%, 61%) i 2020.g (45%) u skladu su s rasponom postotaka
sluc¢ajeva KP u Europi (40-60%) (ECDC 2020).

Glavni ¢imbenici rizika povezani s KP su dinamika spolnih odnosa (izmedu osoba istog ili
razli¢itog spola), starija zivotna dob i status migranta. Medutim, navedeni ¢imbenici mogu biti
znacajno razli¢iti obzirom na regiju u Europi, a mijenjaju se tijekom vremena (Zoufaly i sur.
2012). Prepreku ranog zapocinjanja lijeCenja predstavlja i odgodeni ulazak u skrb nakon
postavljene dijagnoze, no smatra se da je samo 10% ukupnih slu¢ajeva KP u Europi povezano

s odgodom ili barijerama u pristupu skrbi (Darling i sur. 2016).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju znacajne varijacije u udjelima jako kasnih prezentera
medu skupinama pacijenata primljenih u skrb tijekom razli¢itih godina. Najmanje slucajeva
uznapredovale HIV bolesti uoceno je kod pacijenata primljenih u skrb 2015. i 2020.9. (22,9%
123,7%), a najvise kod pacijenata primljenih u skrb 2014. 1 2016.9. (46,7% i1 41,2%). Navedeni
podaci ukazuju na Cinjenicu da je veliki broj osoba bio zarazen HIV-om mnogo godina prije
dijagnoze iz ¢ega mozemo indirektno zakljuciti da su vjerojatno postojale subjektivne, ali i

objektivne barijere u pristupu testiranju i skrbi tijekom navedenih godina. Poboljsanje pristupu
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skrbi na individualnoj razini vjerojatno bi povoljno utjecalo i na smanjenje Sirenja infekcije u

populaciji.

Pandemija bolesti COVID-19 predstavlja novi globalni ¢imbenik rizika koji potencijalno moze
dovesti do smanjenja broja testiranja te povecanja stope KP. Novija istrazivanja provedena u
Keniji tijekom 2020.g. pokazala su znacajno smanjenje broja testiranja HIV zbog mnogih
prepreka povezanih s pandemijom, poput straha od zaraze virusom SARS-CoV-2 u klinikama
za testiranje na HIV te nedostatak sredstava za dolazak u laboratorije za testiranje zbog gubitka
posla povezanog s pandemijom (Lagat i sur. 2020). Obzirom na to da je u KZIB bilo moguce
testirati se na HIV i u vrijeme lockdown-a, broj novodijagnosticiranih ispitanika tijekom
2020.g. ne odstupa znacajnije u usporedbi s razdobljem od 2014.-2017.9. Rezultati ovog
istrazivanja takoder pokazuju da pandemija bolesti COVID-19 nije znaéajno utjecala na
postotak KP u grupi ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om dijagnosticirana tijekom 2020.g. u
Hrvatskoj. Medutim, znac¢ajno je istaknuti da je pandemija bolesti COVID-19 mozda utjecala
na udio slucajeva sa uznapredovalom HIV infekcijom pri dijagnozi jer je postotak jako kasne
prezentacije u ispitanika kod kojih je zaraza HIV-om otkrivena 2020.g. bio zna¢ajno manji u
usporedbi s prethodnim godinama. Navedeni rezultati mozda su povezani s ¢injenicom da se u
uvjetima pandemije COVID-19 $iroj javnosti pruza veca koli¢ina informacija o zaraznim
bolestima §to je mozda potaknulo odredeni broj osoba na ranije testiranje na HIV. Usporedbom
ovih rezultata s podacima o KP kod pacijenata dijagnosticiranih s HIV infekcijom tijekom 2018.
i 2019.g. omogu¢ila bi se potpunija usporedna analiza trendova KP u razdobljima prije i nakon
pandemije COVID-19.

Povisena srednja vrijednost postotka aktiviranin CD38+ citotoksiénih T-limfocita
(CD3+/CD8+; CTL) u osoba zarazenih HIV-om u odnosu na zdrave osobe pokazuje da je
proupalni stani¢ni imunosni odgovor iznimno znac¢ajan u patogenezi infekcije HIV-om te da
imunosni sustav kontinuirano pokusava uspostaviti kontrolu nad virusnom replikacijom.
Imunosni odgovor posredovan CTL iznimno je znacajan tijekom akutne faze infekcije tijekom
koje HIV-specificni CD8+ T-limfociti u¢inkovito induciraju stanicnu smrt zarazenih stanica
lu¢enjem perforina 1 granzima. Medutim, njihova uc¢inkovitost u kontroli virusne replikacije
tijekom kroni¢ne faze infekcije zna¢ajno je niza u usporedbi s akutnom fazom (McBrien i sur.
2018). Navedeni rezultati povezuju se s izbjegavanjem imunosnog odgovora od strane virusa
kao i s gubitkom funkcije te iscrpljenosti T-limfocita tijekom kroni¢ne faze infekcije (McBrien
i sur. 2018).
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Aktivacija stanica imunoloskog sustava prati se pomocu analize ekspresije antigena ljudskih
leukocita (poput HLA-DR) koji su eksprimirani na povrsini T-limfocita nakon stimulacije
antigenima ili mitogenima (Erokhina i sur. 2021) te pra¢enjem klasi¢nih biljega stani¢ne
aktivacije poput CD38 ili CD69 koji su eksprimirani na aktiviranim CD8+ T-limfocitima
(Musyoki i sur. 2014). Pra¢enje imunoloske aktivacije iznimno je znaajno jer su brojna
istrazivanja pokazala znacajnost ovog mehanizma u nastanku deficijencije imunosnog sustava
u infekciji HIV-om (de Paula i sur. 2018; Sokoya i sur. 2017). Takoder, novija istrazivanja su
pokazala da je postotak aktiviranih T-limfocita bolji prognosti¢ki biljeg mortaliteta HIV-om
zarazenih osoba u usporedbi s virusnim optere¢enjem i brojem CD4+ T-limfocita (McBrien i
sur. 2018). Povisene vrijednosti aktiviranih HLA-DR+ T-limfocita i CD38+CD8+ T-limfocita
u osoba zarazenih HIV-om u usporedbi sa zdravim osobama sukladni su rezultatima prethodnih
istrazivanja u kojima je aktivacija T-limfocita dokazana tijekom svih faza infekcije HIV-om
(Sokoya i sur. 2017). Negativna korelacija aktiviranih T-limfocita (CD3+/HLA-DR+) i
ukupnog broja CD4+ stanica/ul takoder sugerira kako aktivacija T-stanica doprinosi patogenezi
kod infekcije HIV-om. Nadalje, zabiljezena korelacija izmedu aktiviranih T-limfocita
(CD3+/HLA-DR+), aktiviranih CD8+ T-limfocita (CD8+/CD38+) i virusnog opterec¢enja bila
je o¢ekivana s obzirom da su aktivirani T-limfociti i aktivirani CD8+ T-limfociti usko povezani
i daju sli¢nu informaciju te su osjetljivi na povisene vrijednosti viremije zbog izravne imunosne
aktivacije od strane virusnih proteina, ali i drugih moguc¢ih mehanizama imunoloske aktivacije
(Sokoya i sur. 2017).

Snizenje omjera CD4+/CD8+ T-limfocita kao jo$§ jednog znacajnog parametra imunoloskog
statusa takoder ukazuje na opseznu deficijenciju stani¢ne imunosti te depleciju CD4+ T-
limfocita (Han i sur. 2018; Saracino i sur. 2014). Inverzija omjera CD4+/CD8+ T-limfocita nije
specifi¢na za zarazu HIV-om ve¢ je opisana u bolesnika sa sistemskim lupusom, dijabetesom

tipa 1 kao i u malignim bolestima (McBride i Striker 2017).

Porast subpopulacije CD8+ T-limfocita karakteristiCan je za ranu fazu akutne infekcije HIV-
om, pojavljuje se prije znacajnog smanjenja broja CD4+ T-limfocita i zadrzava se tijekom
kroni¢ne faze infekcije Sto rezultira snizenjem omjera CD8+ T-limfocita (Trickey i sur. 2017).
lako dugotrajna primjena ART-a omogucuje rekonstituciju subpopulacije CD4+ T-limfocita,
potrebno je istaknuti da omjer CD4+/CD8+ T-limfocita rijetko ponovno doseze normalnu
razinu zbog visoke razine cirkuliraju¢ih CD8+ T-stanica (Hocqueloux i sur. 2013; McBride i
Striker 2017). Rezultati brojnih istrazivanja potvrduju povezanost niskog omjera CD4+/CD8+

T-limfocita s ve¢im mortalitetom uzrokovanim AIDS-om kod pacijenata na ART-u (Mussini i
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sur. 2015; Trickey i sur. 2017). Takoder, McBride i Striker (2017) isti¢u potencijal omjera
CD4+/CD8+ T-limfocita kao markera veli¢ine latentnih rezervoara HIV-a s ozbirom da su
prethodna istrazivanja pokazala negativnu korelaciju izmedu omjera CD4+/CD8+ T-limfocita
i razine provirusne DNA HIV-a u CD4+ T-limfocitima. Nadalje, nemogu¢nost normalizacije
CD4+/CD8+ omjera unato¢ dugotrajnom ART-u i postignutoj supresiji virusa povezana je i s
povecanim rizikom od morbiditeta i mortaliteta od drugih infektivnih i malignih bolesti koje su
uobicajene u osoba sa simptomatskom fazom HIV-bolesti (Han i sur. 2018; McBride i Striker
2017; Trickey i sur. 2017).
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6. ZAKLJUCAK

Otkrivanje HIV-infekcije u fazi opsezne deficijencije stani¢ne imunosti koja se procjenjuje
temeljem smanjenja broja CD4+ T-limfocita na manje od 350 stanica po ul krvi te je povezana
s kasnim ukljuc¢ivanjem u skrb i odgodom primjene antivirusnog lijecenja inhibitorima reverzne
transkriptaze, proteaze i integraze predstavlja znaCajan izazov za znanstvenu zajednicu u
Hrvatskoj. Znacajno veci broj CD4+ T-limfocita pri dijagnozi koji je dokazan u osoba kod kojih
je zaraza otkrivena 2020.g. u usporedbi s prethodnim razdobljima ukazuje na povoljne trendove
u smislu ranijeg otkrivanja zaraze HIV-om u Hrvatskoj. Pri tome je znacajno istaknuti da
nepovoljan ucinak pandemije uzrokovane virusom SARS-CoV-2 na udio slucajeva kasne
prezentacije u skrb kod osoba zarazenih HIV-om nije dokazan. Medutim, udio HIV-om
zarazenih osoba koje su se kasno prezentirale u skrb te imaju opseznu deficijenciju stanicne
imunosti, smanjen potencijal za imunolosku rekonstituciju te opsezne latentne rezervoare virusa

u limfati¢kim organima je jo$ uvijek znacajan.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na povezanost kinetike virusne replikacije i opsega stanicne
aktivacije u HIV-om zarazenih osoba koja ne iskazuje direktnu povezanost s kinetikom
progresivne deplecije CD4+ T-limfocita iz ¢ega zaklju¢ujemo da je opravdana hipoteza o
kompleksnim  mehanizmima patogeneze ove bolesti koja ukljucuje virusom-potaknutu

apoptozu ciljanih stanica te aktivaciju brojnih mehanizama imunosnog sustava.
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