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POPIS KRATICA

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

HPV - humani papiloma virus

HZJZ- Hrvatski zavod za javno zdravstvo

HIV- virus humane imunodeficijencije

MIK- minimalno invazivna kirurgija

LBC- citologija temeljena na tekuéini (engl. liquid based cytology)
FDA- uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
N/C omjer- omjer jezgra citoplazma

ASC- atipi¢ne skvamozne stanice (engl. atypical squamous cells)

ASCUS- atipi¢ne skvamozne stanice neodredenog znacaja (engl. atypical squamous cells of
undetermined significance)

ASC-H- atipi¢ne skvamozne stanice kod kojih se ne moze iskljuciti HSIL (engl. atypical
squamous cells — cannot exclude an HSIL)

CIN- cervikalna intraepitelnu neoplazija

HR-HPV- visokorizi¢ni HPV (engl. high-risk HPV)

LSIL- niskorizi¢ne intraepitelne lezije (engl. low-grade squamous intraepithelial lesion)
HSIL- visoki stupanj intraepitelnih lezija (engl. high-grade squamous intraepithelial lesion)
AGC- atipicne zljezdane stanice (engl. atypical glandular cells)

CIS- carcinoma in situ



1. UVOD



1.1. Rak vrata maternice

Vrat maternice (cervix uteri) je donji, uski kraj maternice koji se svojim us¢em otvara
u rodnicu 1 na taj nacin povezuje maternicu s porodajnim kanalom (rodnicom) (1). Rak vrata
maternice je zlo¢udna bolest koja zapocinje displazijom stanica unutar epitela, razvija se sporo

te ima rizik progresije u invazivni rak koji se $iri u okolno tkivo i organe (2).

2020. godine Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) pokrenula je program pod
nazivom ,,Globalna strategija za eradikaciju raka vrata maternice kao javnozdravstvenog
problema®. Ovim programom nastoji se u svim zemljama uvesti probir raka vrata maternice
baziran na primarnom testiranju na humani papiloma virus (HPV). Strategija ovog programa
je da se do 2030. godine diljem svijeta cijepi 90% djevojcica protiv HPV-a, 70% Zena da prode
probir na karcinom vrata maternice HPV testiranjem te da 90% Zena s lezijama vrata maternice

budu odgovarajuce lijecene (3).

1.1.1. Epidemiologija

Na svjetskoj razini, rak vrata maternice je Cetvrti najéeséi rak medu zenama. Ispred raka
vrata maternice nalaze se samo rak dojke, debelog crijeva i plu¢a. U 2022. godini u svijetu je
zabiljezeno oko 660 000 novih slu¢ajeva te 350 000 smrtnih slu¢ajeva (4,5). Prema posljednjim
dostupnim podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) iz 2021.
godine, u Hrvatskoj je dijagnosticirano 286 slucajeva raka vrata maternice (stopa 13,3/100
000). Ovo sijelo raka ¢eSc¢e je u mladoj populaciji. 37% Zena oboljelih u 2021. godini bile su
mlade od 50 godina, s prosje¢nom dobi pri dijagnozi od 56 godina. U Hrvatskoj je u 2022.
godini zabiljezeno 109 smrtnih sluc¢ajeva od raka vrata maternice (stopa 5,5/100 000) (6).
NajviSe stope incidencije raka vrata maternice uocene su u podrucju Subsaharske Afrike,
Centralne Amerike i1 Jugoistocne Azije. Regionalne razlike u incidenciji pripisuju se manjoj

dostupnosti cijepljenja, probira i lijecenja (4).

1.1.2. Etiopatogeneza

Glavni ¢imbenik rizika u nastanku raka vrata maternice je dugotrajna HPV infekcija.
HPYV je DNA virus s viSe od 450 razli¢itih genotipova koji se dijele na one visokog i niskog
rizika. Virus niskog rizika nije vezan uz rizik razvoja karcinoma. HPV 16 ima najveci

karcinogeni potencijal i povezan je s viSe od 60% karcinoma plocastog 1 Zljezdanog epitela


https://spolnozdravlje.hr/clanak.php?id=12346

vrata maternice, orofaringealne i anogenitalne regije. Tip 18 1 45 utjecu na nastanak plocastih
karcinoma i adenokarcinoma, a zajedno su povezani s razvojem 20% ovih karcinoma. Infekcija
HPV-om naj¢esc¢a je virusna spolno prenosiva bolest (7-9). Rizik za infekciju HPV-om, a time
i za rak vrata maternice, veci je u osoba koje su (ili njihov partner) imale vise seksualnih
partnera. Rana dob prvog koitusa takoder povecava rizik za nastankom raka, kao i paritet (> 4
vaginalna poroda), puSenje, uzimanje oralnih kontraceptiva duze od 5 godina, ve¢ postojeca
cervikalna displazija, ali i koinfekcije klamidijom, genitalnim herpesom i virusom humane
imunodeficijencije (HIV). HIV moze uzrokovati slabljenje imunoloskog sustava i na taj nacin
otezati lijeCenje HPV-a (7). Nova HPV infekcija, bez obzira na genotip, smatra se aktivnom
HPV infekcijom koja proizvodi nove kopije virusa. Ova faza ne mora imati vidljive klinicke
ili mikroskopske promjene, a vecina infekcija nestane unutar 12 do 24 mjeseci zbog
oslabljenosti virusa ili djelovanja imunoloskog sustava domacina. Infekcija moze perzistirati u
bazalnim stanicama uz sporo umnazanje virusa $to predstavlja latentnu infekciju. U ovoj fazi
HPYV test je negativan, a rizik razvoja raka minimalan. Ukoliko HPV infekcija perzistira, raste

rizik neoplasti¢ne transformacije (9).

1.1.3. Klinicka slika

U ranim stadijima rak naj¢eS¢e prolazi nezapazeno jer pacijentice uglavnom nemaju
simptome ili su oni nespecificni 1 blagi. Ponekad prode i nekoliko godina od pojave
abnormalnih stanica do javljanja prvih simptoma. Paralelno s rastom tumorskih stanica i
simptomi raka postaju sve izraZeniji. U prvim stadijima ograni¢enim na vrat maternice najces¢i
simptomi su krvavi ili vodenasti vaginalni iscjedak neugodnog mirisa, vaginalno krvarenje
nakon spolnog odnosa, izmedu menstruacija ili u menopauzi, te obilnije menstruacije duzeg
trajanja. Sirenjem raka na okolna tkiva ili organe simptomi postaju izraZeniji, a uglavnom su
vezani za organ na koji se rak prosirio. Javlja se oteZano uriniranje, ¢esto s primjesama krvi u
urinu, proljev, bolnost ili krvarenje iz rektuma pri defekaciji, opc¢a slabost, gubitak tezine 1

apetita, tupa bol u ledima, oticanje nogu ili bol u zdjelici i abdomenu (10).

1.1.4. LijeCenje

Lijecenje raka vrata maternice ovisi o klinickom stadiju, zahvacanju limfnih ¢vorova,
komorbiditetima 1 ¢imbenicima rizika za recidiv bolesti. Najces¢i oblici lijeCenja su kirurSka

resekcija, kemoterapija, zracenje ili kombinacija viSe metoda. Ovisno o stadiju bolesti, postoji
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viSe oblika histerektomije, a Cesto se koriste 1 tehnike minimalno invazivne kirurgije (MIK) -
laparoskopski ili robotski (11). Rani stadiji bolesti najcesce se lijeCe kirurSkom resekcijom.
Uglavnom se izvode konizacija vrata maternice, radikalna trahelektomija, jednostavna i
radikalna histerektomija s ili bez limfadenektomije (12). Stadij IA dijeli se u IA1 i [A2. U
lije¢enju stadija IA1 koristi se konizacija hladnim nozem, postupak kojim se Stedi plodnost, a
koristi se samo u pacijentica s jako malim lezijama. Kod karcinoma ovog stadija koji imaju
visok rizik za povratak bolesti, izvodi se potpuna histerektomija s ili bez bilateralne
salpingooforektomije (13). Tradicionalno se radikalna histerektomija izvodi laparotomijski,
pogotovo u bolnicama sa slabijim resursima. Za stadij raka 1A2-IIA danas je naj¢esc¢a uporaba
tehnike MIK koje koje dolazi do manjeg gubitka krvi, skracen je boravak u bolnici 1 niza stopa
postoperativnih komplikacija, a pritom nema loseg utjecaja na ukupno prezivljenje (14). U
stadiju IA2 izvode se modificirana radikalna histerektomija uz limfadenektomiju ili radikalna
trahelektomija uz limfadenektomiju kojom se ocuva plodnost. Kod neresektabilnih karcinoma
ovog stadija, terapija izbora je zracenje. U lijeCenju raka vrata maternice stadija IB 1 IIA koristi
se viSe modaliteta. LijeCenje se zapocCinje kombinacijom zracenja i kemoterapije. Kod nekih
oblika bolesti moze se izvoditi radikalna histerektomija uz zdjelicnu limfadenektomiju i
kemoterapiju, s ili bez zracenja zdjelice. PoStedna operacija zbog ocuvanja plodnosti temelji
se na radikalnoj trahelektomiji. Kada se koristi zraenje, moze se dati samo vanjska terapija
zracenjem ili kombinacija vanjske 1 unutarnje terapije zracenjem. Lijekovi za kemoterapiju,
kao Sto su cisplatin ili karboplatin, mogu se davati istovremeno s terapijom zracenjem.
Kombinacija kemoterapije i zratenja ima najbolji u¢inak (13). Lokalno uznapredovali rak vrata
maternice (stadij IIB, III, IVA) lije¢i se primarnom kemoradioterapijom. Kombiniraju se
zrac¢enje vanjskim snopom 1 visokodozna intrakavitarna brahiterapija s reZimima temeljenim
na platini, naj¢esce cisplatin 1 karboplatin (15). U zavrSnom stadiju IVB lijje€enje je palijativno.
Pacijenticama se radioterapijom nastoji zaustaviti krvarenje izazvano rakom. Cesto se u
palijativne svrhe koristi kemoterapija bevacizumabom, samostalno ili u kombinaciji s drugim

kemoterapeuticima (16).

1.2. Dijagnostika lezija vrata maternice Papa testom

Konvencionalni test po Papanicolaou (Papa test) najstarija je, ucinkovita metoda
probira cervikalnih abnormalnosti. Koristi se za identifikaciju prekanceroznih i potencijalno
kanceroznih lezija vrata maternice. Uzimanjem brisa za Papa test potrebno je uzorkovati spoj

ektocervikalnog podrucja i endocervikalnog kanala (zona transformacije), obi¢no pomocu
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drvene Spatule i endocervikalne Cetkice, razmazati uzorak na predmetno stakalce 1 fiksirati

razmaz fiksativom (17).

Zona transformacije je podrucje epitela koje se nalazi izmedu nativnog cilindricnog
epitela endocervikalnog kanala 1 nativnog plocastog epitela ektocervikalnog podrucja. Everzija
endocerviksa u podrucje ektocerviksa dogada se najcesce u adolescenciji i u vrijeme prve
trudnoce. Kao rezultat, cilindri¢ni epitel na ektocerviksu izlozen je kiselom vaginalnom
okruzenju, prolazi kroz fazu plocaste metaplazije te tako nastaje fizioloSka zona transformacije.
Tijekom ovog procesa, dinamicka zona transformacije osjetljiva je na HPV infekciju. Zona
transformacije varira veli¢inom i smjeStajem u cerviksu, a moze djelomicno ili potpuno lezati

u endocervikalnom kanalu (18).

1.2.1. Programi ranog otkrivanja raka vrata maternice

Dvije su najcesc¢e metode probira u otkrivanju raka vrata maternice: Papa test i
cervikovaginalni HPV test. Uvodenjem programa probira raka vrata maternice doslo je do

znacajnog pada smrtnosti od raka vrata maternice u razvijenim zemljama (19).

Cervikovaginalno HPV testiranje ukljucuje provjeru prisutnosti 13 tipova HPV-a koji
uzrokuju rak. Testiraju se stanice dobivene iz brisa vrata maternice ili vagine. Test je tocan u
priblizno 90% slucajeva u otkrivanju prekanceroza. Drugi test probira za rak vrata maternice
je Papa test koji otkriva abnormalnosti stanica vrata maternice i ima to¢nost od 50% do 70% u
otkrivanju prekanceroza. Probir raka vrata maternice preporucuje se najmanje svakih 5 godina
za sve zene u dobi od 21 do 65 godina. Osobe s ve¢im rizikom od raka vrata maternice (npr.
one s prethodnim abnormalnim stanicama vrata maternice ili koje su imunosuprimirane)
trebaju ¢esce kontrole. Probir za rak vrata maternice moZe se prekinuti u dobi od 65 godina
kod osoba s najmanje 3 uzastopna negativna Papa testa ili 2 uzastopna negativna HPV testa u
zadnjih 10 godina, zatim u osoba bez abnormalnih nalaza tijekom prethodnih 10 godina, te ako

pacijentica nema anamnezu raka vrata maternice te ako nije imunosuprimirana (20).

1.2.2. Konvencionalni Papa test

Konvencionalni (klasi¢ni) Papa test bio je prva metoda kojom su se analizirale stanice
oljustene s vrata maternice. Danas mnoge zdravstvene ustanove i dalje koriste konvencionalni

Papa test kao citoloski test za probir kojim se analiziraju stanice cervikovaginalnog epitela.



Stanice plocastog epitela sazrijevaju te se na povrsini epitela ljuste. Cilj Papa testa je uzeti bris
iz zone transformacije odnosno skvamokolumnarnog spoja, uz najmanju mogucu traumu
cervikalnog 1 endocervikalnog epitela. Uzimanje brisa za Papa test izvodi se pomoc¢u Cuscova
spekuluma koji olakSava lociranje zone transformacije (spoj endocerviksa i ektocerviksa) te se
endocervikalnom c¢etkicom 1 Ayerovom ili drugom vrstom Spatule uzima uzorak iz zeljenog
podrucja. Uzorak se potom razmaze na predmetno staklo 1 fiksira u etilnom alkoholu, oboji

metodom po Papanicolau te je spreman za mikroskopsku analizu (Slika 1) (21,22).

Slika 1 . Konvencionalni razmazi Papa testa (izvor: Klinicki zavod za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

Mnoga su istrazivanja utvrdila da je specificnost konvencionalnog Papa testa oko 98%-
99%, medutim, njegova se osjetljivost kre¢e od 50% do 75% ili manje. Nedostatak ove metode
je visoka stopa neadekvatnosti koja iznosi od 5% do 25% (19). Uz stopu neadekvatnosti,
problem konvencionalnog Papa testa je Sto se vecina prikupljenog stani€énog materijala gubi
zbog nepravilnog uzimanja uzoraka i neadekvatnog prijenosa stanica s pribora za uzorkovanje
(Cetkice, Spatule) na stakalce. Veliki problem predstavlja §to se sumnjive stanice koje su
mikroskopski prisutne na stakalcu mogu previdjeti zbog upalne ili hemoragijske pozadine, a to
povecavarizik lazno negativne dijagnoze (Slika 2) (23). Kao posljedica ovih nedostataka, lazno
negativni rezultati se javljaju u oko 20% slucajeva, a naj¢es¢i uzrok su pogreske u tehnikama

uzorkovanja (24).



Slika 2 . Konvencionalni razmaz papa testa; gusti preslojeni dio razmaza (izvor:
Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju,

KBC Split)

1.2.3. Metoda tekudinske citologije

Kako bi se ispravili nedostaci konvencionalnog Papa testa, 1996. uvedena je citologija
temeljena na tekucini (engl. liquid based citology, LBC). Prva generacija automatiziranih LBC-
a, temeljena je na suspenziji stanica koja nastaje ispiranjem uzoraka u boc¢ici s fiksativom, dok
se na stakalcu stvara monosloj stanica. Ova stakalca je lakSe analizirati nego tradicionalne
briseve, a ostatak uzorka moze se koristiti za dodatno testiranje (HPV kotestiranje) (25). Dvije
LBC tehnologije prve generacije dobile su odobrenje Uprave za hranu i lijekove (engl. Food
and Drug Administration, FDA): ThinPrep i SurePath. U posljednjih nekoliko desetljeca,
ThinPrep 1 SurePath zamijenile su konvencionalni Papa test kao primarnu metodu, u veéini

programa probira raka vrata maternice.

U ThinPrep metodi, cervikalnom cetkicom se prikuplja cervikalni uzorak, a ¢etkica se
potom ispire u boéici koja sadrzi tekuéinu za konzerviranje na bazi metanola. Cetkica se nakon
uzorkovanja ispire potiskujuc¢i ¢ekinje prema dnu bocice uz rotaciju, §to omogucava da se
stanice oslobode. Cetkica se nakon ispiranja u fiksativu baca. U laboratoriju se pomoéu
vakuumske filtracije stanice izoliraju iz tekucine 1 zatim se prebacuju na predmetno stakalce
za koje prianjaju uz pomoc¢ zra¢nog tlaka. U SurePath metodi, za prikupljanje uzoraka vrata
maternice, koristi se ¢etkica s odvojivom glavom. Nakon prikupljanja uzorka, glava cetkice se
odvaja i stavlja u bo€icu s teku¢inom za konzerviranje na bazi etanola. U laboratoriju se uzorak

centrifugira i na taj naCin stanice se rasprSuju u tekucini (26).



LBC nudi niz prednosti u odnosu na konvencionalni Papa test, ali troSak testiranja ovim
tehnikama, za koje je potreban skupi automatizirani uredaj, ograni¢ava njihovo koristenje u
siromaS$nim zemljama. Veéina instrumenata potrebnih za LBC prve generacije, viSe nije
potrebna za LiquiPrep, LBC sustav druge generacije. Kao rezultat toga, stvorena je jeftinija i
lakSa alternativa za probir raka vrata maternice. Sustav LiquiPrep sastoji se od stani¢ne baze
koja sluzi kao matrica membrane, bocice s teku¢inom za fiksiranje i otopine za ¢is¢enje. Ovaj
je pristup prikladan za cervikalnu citologiju i u nerazvijenim zemljama zbog jednostavnog
procesa pripreme i visoke stope detekcije u usporedbi s tradicionalnim Papa testom. Druge
jeftine metode ukljuuju ru¢ni LBC, poluautomatiziranu tehnologiju EziPrep, Turbitec
(centrifugiranje na stakalcu s polilizinom), Papa spin (priprava brisa na bazi citospina) i
citoskrin (na bazi centrifuge) (27). Vrlo vazan napredak u odnosu na konvenviconalni Papa test
je to sto LBC pruza ¢is¢u pozadinu, sa zna¢ajno manjim brojem upalnih stanica, stanica krvi, i
mnimalnim staniénim preklapanjem, bez puno detritusa, Sto omogucava brzu i adekvatniju
analizu uzoraka u usporedbi s uobi¢ajenim razmazima. Takoder, LBC ima mogu¢nost boljeg

prikaza morfologije stanice, odnosno, prepoznavanja stani¢nih abnormalnosti (19).

Uzorci tekucinske citologije pogodni su za kompjuterski vodeni skrining. Od strane
FDA odobrena su dva uredaja za skrining Papa testova: ThinPrep Imaging System (TIS) i
FocalPoint (FP) Slide Profiler koji se moze koristiti za skrining konvencionalnih i SurePath
LBC uzoraka. FP uredaj rangira uzorke prema vjerojatnosti i stupnju abnormalnosti na stakalcu
(kvintile 1-5, QI-5). Kao dio uredaja, na kompjuterski vodenoj mikroskopskoj stanici,
omogucena je automatsko vodenje kroz 10 vidnih polja od najveceg znacenja uz pristup

informacijama o adekvatnosti uzorka 1 rangu stakalca (28).

1.2.4. Vrste stanica u Papa testu

Papa testom analizira se postojanje abnormalnosti stanica s vrata maternice. U
normalnom Papa testu mogu se naci parabazalne stanice, intermedijarne skvamozne (plocaste)
stanice, superficijalne (povrsinske) skvamozne stanice te rijetko bazalne stanice, anuklearne
skvamozne stanice, endocervikalne stanice te endometralne stanice. Boja pojedinih djelova
stanice ovisi o vrsti bojila koriStenog pri Papanicolau bojenju (29). Najces¢e se koristi
hematoksilin kao optimalna nuklearna boja, u kombinaciji s Orange G 6 (OG 6) 1 EA 50 kojima
se boji stani¢na citoplazma (30). Ovakvo bojenje proizvodi njezni raspon zelenih, plavih i

ruzicastih nijansi stani¢ne citoplazme, a jezgra se hematoksilinom boji plavo. Budu¢i da su



boje na bazi alkohola, citoplazmatsko bojenje je njezno i prozirno, osim ako je prisutna
keratinizacija, pri ¢emu se citoplazma boja gusto naranc¢asto. Dobra fiksacija bitan je preduvjet
za uspjeSnu upotrebu boje po Papanicolaou, posebno za prikaz dijelova jezgre. Osim
normalnog nalaza Papa testa, mogu se pronaci i abnormalne stanice koje se mogu klasificirati
kao atipi¢ne plocaste stanice, intraepitelne lezije plocastog epitela, atipi¢ne glandularne stanice

te stanice plocastog karcinoma ili adenokarcinoma (29).

1.2.4.1. Plocaste stanice

U Papa testu Zena generativne dobi najbrojnije su superficijalne i intermedijarne

plocaste stanice (Slika 3).

Slika 3. Superficijalne (crvene) i intermedijalne (zelene) stanice u Papa testu (izvor:
Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju,

KBC Split)

Superficijalne plocaste stanice dio su najpovrsnijeg sloja nekreatinizirajuceg epitela.
Cine veliki dio stanica u Zena generativne dobi. Obi¢no su pojedinaéne, a rijetko u nakupinama.
To su velike poligonalne stanice veli¢ine 1604 pm s ploSnom, njeznom, prozirnom
citoplazmom. Kod bojenja po Papanicolaou, citoplazma veéine superficijalnih stanica obojana
je njezno ruzicasto i ima keratohijalinske granule u svojoj citoplazmi. Mala piknoticka jezgra
povrsine 10-15 pm? smjeStena je centralno, a moze postojati i jasan halo oko jezgre kao
podsjetnik na njezinu nekadasnju veli¢inu. VeliCina jezgre manja je od veli¢ine eritrocita.
Omjer N/C je oko 2-3%. Najvaznija razlika intermedijarnih 1 superficijalnih plocastih stanica

je $to intermedijarne imaju vezikularni, a superficijalne piknoti¢ni kromatin. Superficijalne



plocaste stanice najbrojnije su tijekom kasne proliferativne i ovulacijske faze menstrualnog

ciklusa, kada je razina estrogena na vrhuncu.

Intermedijarne stanice su velike poligonalne stanice veliCine od 1256 do 1618 pm.
Nalaze se u stratum spongiosum (srednji sloj) plocastog epitela. Razlikujemo povrSinske 1
duboke stanice. Duboke intermedijarne stanice su veli¢inom sli¢ne parabazalnim stanicama,
dok povrsinske intermedijarne stanice veli¢inom nalikuju superficijalnim plo¢astim stanicama.
Citoplazma intermedijarnih stanica je njezna, prozirna i naj¢es¢e obojena blijedozelenom
bojom. Jezgra je smjeStena centralno, okruglog ili jajolikog oblika, povrSine 35 pum?,
vezikularna s ravnomjerno rasprSenim zrnastim kromatinom. Na nuklearnoj membrani se vidi
Barrovo tjelesce. N/C omjer je vrlo nizak (oko 3-5%). Intermedijarna stani¢na jezgra sluzi kao
referentna osnovna veliina za druge stanice u uzorcima cervikalne citologije. Jezgra je,
takoder, klju¢na referenca u evaluaciji displazije. Displasti¢na stanica ima 3-5 puta vecu
povrSinu od intermedijarne jezgre. Intermedijarne stanice vidljive su u izobilju kada je
progesteron na visokoj razini. To se dogada tijekom lutealne i rane folikularne faze

menstrualnog ciklusa te u drugom i tre¢em tromjesecju trudnoce.

Parabazalne stanice imaju okrugle obrise s gustom zelenom citoplazmom. Jezgre
zauzimaju otprilike polovicu stanice, okrugle su i imaju fino granulirani kromatin. N/C omjer
je priblizno 20%. Nezrele parabazalne stanice prikazuju se u plazama dok su zrelije stanice
disocirane. Prevladavaju u atroficnim razmazima zena u postmenopauzi (Slika 4). U mladih

zena postnatalna atrofija ili oralna kontracepcija s visokim dozama progesterona izazivaju
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Slika 4. Parabazalne stanice, rezervne stanice — atrofija (izvor: Klinicki zavod za

sli¢éne promjene (29,31).

patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)
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1.2.4.2. Endocervikalne stanice

Endocervikalne stanice su zljezdane stanice koje proizvode sluz i nalaze se unutar
kanala vrata maternice (endocerviks). Veli¢ina jezgre je varijabilna s prosjecnom povrSinom
od oko 50 um? te je neSto veca od jezgre intermedijarnih plocastih stanica. U jezgri se nalazi
fino zrnati 1 ravnomjerno rasporedeni kromatin, a ¢esto su prisutne i male jezgrice uz nuklearnu
membranu. Citoplazma je difuzno vakuolizirana ili zrnasta. Stanice pokazuju polaritet; jezgre
su smjestene bazalno na jednom kraju citoplazme, a sluz na suprotnom. Citomorfologija ovisi
o orijentaciji stanica na stakalcu. Gledano sa strane, postoji formacija ograde, a gledano ,,en

face* imaju klasi¢nu sacastu konfiguraciju (Slika 5).

Slika 5. Nakupina endocervikalnih cilindri¢nih stanica (izvor: Klinicki zavod za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

Plocaste metaplasti¢ne stanice mogu biti razli¢itog stupnja diferencijacije; od nezrelih
parabazalnih stanica do onih koje nalikuju diferenciranim intermedijarnim/superficijalnim
stanicama (Slika 6). Prosje¢na povrSina jezgre iznosi oko 50 pm? Metaplazija je najcesce
posljedica infekcije, upale ili traume, Sto uzrokuje promjenu u razvoju novih stanica koje
zamjenjuju one izgubljene prethodnom traumom. Dolazi do zamjene jedne vrste zrelog epitela

(u ovom slucaju endocervikalnog) s drugim (plocastim) kao zastitni odgovor (32).
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Slika 6. Metaplasti¢ne stanice sa zone transformacije (izvor: Klinicki zavod za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

1.2.4.3. Endometralne stanice

Endometralne stanice spontano se ljuste i mogu biti epitelnog ili stromalnog podrijetla,
a pojavljuju se izolirano ili u nakupinama. Zljezdane stanice endometrija uglavnom su manje
od endocervikalnih stanica. Jezgra je jednaka ili malo manja od jezgre intermedijarnih plocastih
stanica (povrSina 35 um?), a N/C omjer je vec¢i. Kromatin jezgre tipicno je gust, heterogen, a
moze sadrZavati ostatke apoptoticnog debrisa koji je nastao zbog degenerativnih promjena.
Citoplazma je oskudna, a moze biti gusta ili vakuolizirana. Oljustene stromalne stanice obi¢no
su rasporedene u guste nakupine na rubovima kojih se nalazi Zljezdani epitel. Takva
karakteristi¢na tvorba tipicno se pojavljuje na kraju menstrualnog krvarenja i naziva se egzodus
(Slika 7). Endometralne stanice mogu biti i pojedinacne. Spontano oljuStene stanice
endometrija imaju drugaciju morfologiju od izravno uzorkovanih stanica donjeg segmenta

maternice 1 endometrija (32).

12



Slika 7. Endometralne stanice (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

1.3. Bethesda klasifikacija promjena vrata maternice

Bethesda sustav klasifikacije za citoloske nalaze Papa testova ima nekoliko kategorija
kojima se definira vrsta uzorka, primjerenost uzorka, op¢a podjela, opisna dijagnoza i pomo¢no
testiranje. Neka izvjeS¢a imaju 1 dvije dodatne kategorije — racunalno potpomognuta

interpretacija Papa-testa te biljeSke i komentari prilozeni citoloSkom izvjescu (33).

e Vrsta uzorka: definira je 1i uzorak konvencionalni ili na bazi tekuéine
e Primjerenost uzorka: definira je li uzorak zadovoljavajuéi ili nezadovoljavajuci za
morfolosku procjenu
- Zadovoljavajuéi za procjenu: (opisati prisutnost ili odsutnost komponente
endocervikalne zone/zone transformacije 1 bilo kojih drugih pokazatelja
kvalitete, npr. djelomi¢no prekrivanje krvlju, upale itd.)
- Nezadovoljavajuce za analizu: (navesti razlog)
- Uzorak odbijen/nije obraden: (navesti razlog)
- Uzorak obraden i analiziran, ali nezadovoljavajuci za procjenu abnormalnosti
epitela zbog: (navesti razlog)
e Opca podjela nalaza:
- Negativan nalaz na intraepitelnu leziju ili malignitet
- Abnormalne epitelne stanice

- Ostalo
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e Opisna dijagnoza:

e Negativan nalaz na intraepitelne lezije ili malignitet: U ovoj kategoriji nema stani¢nih

dokaza neoplazije, a ukljucuje neneopasti¢ne, reaktivne promjene i mikroorganizme

Neneoplasti¢ni nalaz: neneoplasti¢ne promjene (skvamozna metaplazija,
keratoticke promjene, metaplazija jajovoda, atrofija, promjene povezane s
trudno¢om), reaktivne stani¢ne promjene povezane s upalom, limfocitnim
cervicitisom

Mikroorganizmi: Trichomonas vaginalis, bakterijska vaginoza, Candida,
Actinomyces, stanicne promjene u skladu s herpes virusom, stani¢ne promjene
u skladu s citomegalovirusom

Ostalo: endometralne stanice (u Zena >45 godina)

e Abnormalni nalaz epitelnih stanica

Skvamozne stanice:

atipicne plocaste stanice (engl. atypical squamous cells, ASC)

atipicne plocaste stanice neodredenog znacaja (engl. atypical squamous cells
of undetermined significance, ASCUS)

nalaz kod kojeg se ne moze iskljuciti skvamozna intraepitelna lezija visokog
stupnja (engl. atypical squamous cells, cannot exclude high-grade squamous
intraepithelial lesion, ASC-H)

Skvamozna intraepitelna lezija niskog stupnja (engl. low-grade squamous
intraepithelial lesion, LSIL): blaga displazija ili cervikalna intraepitelna
neoplazija (CIN) 1

Skvamozna intraepitelna lezija visokog stupnja (engl. high-grade squamous
intraepithelial lesion, HSIL): umjerena i teska displazija, CIN 2 1 CIN 3

Planocelularni karcinom

Zljezdane stanice

Atipicne stanice neodredenog znacenja (engl. atipical glandular cells, not
otherwise specified, AGC NOS): endocervikalne, endometralne, glandularne ili
neodredene

Atipicne stanice, vjerojatno neoplasticne (engl. atipical glandular cells, favor
neoplastic, AGC-FN)

Adenokarcinom in situ (41S)

Adenokarcinom: endocervikalni, endometralni, ekstrauterini ili neodredeni
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e Ostale maligne neoplazme: (navesti)

e Dodatni testovi: navesti kratak opis metode ispitivanja i navesti rezultat

e Racunalno potpomognuta interpretacija cervikalne citologije: ukoliko automatizirani
uredaj pregledava uzorak, navesti uredaj i rezultat.

¢ Biljeske i komentari priloZeni citoloSkom izvjes¢u: Prijedlozi bi trebali biti sazeti i u
skladu sa smjernicama za klinicko pracenje koje su objavile profesionalne

organizacije (mogu biti ukljuc¢ene reference na relevantne publikacije) (32).

1.3.1. Atipi¢ne plocaste stanice

Atipi¢ne plocCaste stanice su stanice s citoloskim promjenama koje upucuju na
skvamozne intraepitelne lezije, ali su kvalitativno ili kvantitativno nedostatne za definitivnu
interpretaciju kao takve. Tumacenje lezije kao ASC postavlja se na temelju 3 znacajke stanica:
skvamozna diferencijacija, pove¢ani N/C omjer i minimalne promjene jezgre koje mogu

ukljucivati hiperkromaziju, grudanje kromatina, nepravilnosti i/ili multinukleaciju.

Atipi¢ne plocaste stanice neodredenog znacenja su promjene koje upucuju na moguci
LSIL. Jezgre su otprilike 2,5 do 3 puta vece od povrSine jezgre normalne intermedijarne
plocaste stanice (priblizno 35 mm?) ili dvostruko vece od jezgre ploCaste metaplasti¢ne stanice
(priblizno 50 pm?). Lagano je povecan (N/C) omjer te je prisutna minimalna nuklearna
hiperkromazija, nepravilnost u distribuciji kromatina te nepravilni nuklearni oblik. Nuklearne
abnormalnosti povezane su s gustom narancastom citoplazmom (atipi¢na parakeratoza),
citoplazmatskim promjenama koje upucuju na citopatski ucinak HPV-a (koilocitoza),
ukljucujudi i slabo definirane citoplazmatske haloe ili citoplazmatske vakuole koje nalikuju

koilocitima, ali s odsutnos¢u ili minimalnim istodobnim promjenama jezgre.

Atipi¢ne skvamozne stanice kod kojih se ne moze iskljuciti HSIL (engl. atypical
squamous cells — cannot exclude an HSIL, ASC-H) ¢ine manjinu ASC nalaza (manje od 10%
svih ASC nalaza) u kojih citoloske promjene upucuju na HSIL. Ove su stanice iznimno rijetke.
Prepoznaju se kao atipicna nezrela metaplazija, guste nakupine stanica, izrazito atipi¢na
reparacija, jaka atrofija i postradijacijske promjene vezane uz ostatni ili rekurentni karcinom

(32).
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1.3.2. LSIL

LSIL oznacava morfoloske promjene koje upucuju na cervikalnu intraepitelnu
neoplaziju prvog stupnja (CIN I), odnosno na blagu displaziju te promjene povezane s
infekcijom HPV-om, naj€esée u obliku koilocitoze (34). Oko 1,7% svih Papa testova tumaci se
kao LSIL, od kojih je vecina (>80%) pozitivna na visoko riziéni HPV (engl. high risk HPV,
HR-HPYV) (35). Stanice LSIL-a se pojavljuju samostalno, u nakupinama ili plazama. Stanica je
velika, s obilnom, dobro definiranom citoplazmom. (N/C) omjer je blago poviSen zbog
povecanja povrsine jezgre u odnosu na jezgru normalnih intermedijarnih skvamoznih stanica.
Jezgre su obicno hiperkromatske uz anizonukleozu. Kromatin je ravnomjerno rasporeden i
moze varirati od grubo zrnatog do gustog, neprozirnog. Kontura nuklearne membrane je glatka,
ali moze biti 1 vrlo nepravilna s urezima. Karakteristicno za LSIL je nalaz koilocitoze ili
perinuklearne kavitacije koja se sastoji od Siroke, jasne perinuklearne zone i perifernog ruba
gusto obojene citoplazme. Koilocitoza moze, ali i ne mora biti prisutna. Stanice s koilocitozom
ili gustom naranc¢astom citoplazmom moraju pokazivati i abnormalnosti jezgre da bi se mogla

postaviti dijagnoza LSIL (32).

1.3.3. HSIL

HSIL je abnormalnost plocastih stanica koja obuhvac¢a CIN 2, CIN 3 te karcinom in situ
(CIS). Pronade se u oko 0,3% svih Papa testova, a gotovo svi (95%) su pozitivni na HR-HPV.
HSIL ima viSu stopu progresije do invazivnog karcinoma (35). Stanice HSIL su manje 1
pokazuju manju citoplazmatsku zrelost od stanica LSIL. Pojavljuju se pojedinacno, u plazama
ili nakupinama sli¢nim sinciciju. Stupanj nuklearnog povecanja je varijabilniji nego u LSIL-u.
Neke HSIL stanice imaju isti stupanj povecanja jezgre kao u LSIL, ali uz manju koli¢inu
citoplazmae, §to dovodi do znaCajnog povecanja omjera jezgre i citoplazme. Druge stanice
imaju vrlo visoke omjere jezgre/citoplazme, ali stvarna veli€ina jezgri moZe biti znatno manja
od one LSIL-a, ponekad ¢ak i veli¢ine normalne jezgre intermedijarnih stanica. Omjer jezgre i
citoplazme vec¢i je u HSIL-u u usporedbi s LSIL-om. Jezgre su hiperkromatske, ali mogu biti
normokromatske ili ¢ak hipokromatske. Kromatin moze biti fino ili grubo zrnat i ravnomjerno
rasporeden. Kontura nuklearne membrane je nepravilna i ¢esto pokazuje udubljenja ili ureze.
Nukleoli su obi¢no odsutni. Izgled citoplazme je varijabilan; moZze izgledati nezrelo, Cipkasto
1 njezno ili gusto metaplasticno. Povremeno je citoplazma zrela i gusto keratinizirana

(keratiniziraju¢i HSIL) (32).
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1.3.4. Invazivni plo¢asti karcinom

Prema definiciji SZO, plocasti karcinom je invazivni epitelni tumor porijekla plocastih
stanica razliCitog stupnja diferencijacije, HPV ovisan ili HPV neovisan. Najjednostavnija
morfoloska podjela ploCastog karcinoma je na keratinizirajuéi i nekeratinizirajuci, iako postoje

1 ostali histoloski tipovi koji imaju svoju specificnu morfologiju (36).

Keratiniziraju¢i karcinom sastoji se od plocCastih stanica koje se pojavljuju kao
izolirane, pojedinacne stanice, a ponekad i1 u stanicnim nakupinama. Stanice karcinoma su
razlicite veli¢ine 1 izgleda, Cesto vretenaste s gustom narancastom citoplazmom. Jezgrine
membrane mogu biti nepravilne, a ¢esto su prisutne brojne guste neprozirne jezgre. Uzorak
kromatina, kada je vidljiv, grubo je zrnat i nepravilno rasporeden s razrijedenim kromatinom.
Makronukleoli se mogu vidjeti, ali rjede nego kod karcinoma plocastih stanica bez
keratinizacije. Pridruzene keratoticke promjene (hiperkeratoza ili parakeratoza) mogu biti
prisutne, ali nisu dovoljne za dijagnozu karcinoma u odsutnosti nuklearnih abnormalnosti.
Tumorska dijateza moze biti prisutna, ali je obi¢no manja nego u karcinomima plocastih stanica

bez keratinizacije.

Karcinom plocastih stanica bez keratinizacije ¢ine tumorske stanice koje se javljaju
pojedinacno ili u sincicijskim nakupinama. Stanice imaju veéinu znacajki HSIL-a. Jezgre
pokazuju izrazito nepravilnu raspodjelu grubo grudastog kromatina, a jezgrice mogu biti
istaknute. Cesto je prisutna tumorska dijateza koja se sastoji od nekrotiénih ostataka i

razgradenih krvnih elemenata (32).

1.3.5. Atipi¢ne glandularne stanice

Atipi¢ne glandularne stanice (engl. Atypical Glandular Cells, AGC) su Zljezdane
stanice s citoloSkim zna¢ajkama koje su jac¢e od upalnih ili reaktivnih promjena, ali se ne mogu
klasificirati kao maligne (endocervikalni adenokarcinom in situ ili invazivni). AGC kategorija
ukljucuje Siroki spektar promjena, od jakih reaktivnih i upalnih stanja do displazije i malignosti,
uklju€ujuéi promjene endocervikalnih i endometralnih stanica, Sto bi trebalo navesti u izvijescu

ukoliko je to moguce (37).

AGC - nespecificirane glandularne stanice (engl. atypical glandular cells, not

otherwise specified, AGC-NOS) pojavljuju se u plazama i nakupinama, s gomilanjem,
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preklapanjem jezgara i pseudostratifikacijom. Jezgre su povecane 3-5 puta u odnosu na jezgre
normalnih endocervikalnih stanica. Prisutne su manje varijacije u veli¢ini i obliku jezgre te
blaga nuklearna hiperkromazija. Citoplazma je obilna s izrazenim povecanjem (N/C) omjera.

Jasno su izraZene granice stanica.

Atipi¢ne endocervikalne stanice-vjerojatno neoplasti¢ne (AGC-FN), definiraju se kao
zljezdane stanice koje se svojom morfologijom, bilo kvantitativno ili kvalitativno, ne mogu
jasno kategorizirati kao endocervikalni adenokarcinom in situ ili invazivni adenokarcinom.
Ove stanice pojavljuju se u plazama i nakupinama, s naguravanjem jezgara, preklapanjem i/ili
pseudostratifikacijom. Jezgre su povecane i izduZene, a prisutna je hiperkromazija. Kromatin

je grub i heterogen, a (N/C) omjer je povecan. Granice stanica su slabo definirane.

Atipi¢ne endometralne stanice od benignih se uglavnom razlikuju po veli¢ini jezgre.
Stanice su rasporedene u male skupine, obi¢no 5 do 10 po skupini. Prisutna je hiperkromazija,
a kromatin je heterogen. Citoplazma je oskudno vakuolizirana, a granice stanica su slabo

definirane (32).

1.3.6. Adenokarcinom

Endocervikalni adenokarcinom in situ je neinvazivna endocervikalna Zlijjezdana lezija
visokog stupnja koju karakterizira povecanje jezgre, hiperkromazija, abnormalnost kromatina,
pseudostratifikacija 1 mitoticka aktivnost. Stanice se pojavljuju u plazama, trodimenzionalnim
nakupinama, prisutna je pseudostratifikacija te nakupine u formi rozeta. Dolazi do preklapanja
stanica 1 gubitka dobro definiranog uzorka sa¢a. Pojedina¢ne abnormalne stanice mogu biti
prisutne, ali nisu uobicajene. Stani¢ne nakupine imaju palisadni raspored jezgara, s jezgrama i
citoplazmom koje strSe s periferije (izgled perjanice). Jezgre su povecane, razlicite velicine,
ovalne ili izduZene. Prisutna je nuklearna hiperkromazija s ravnomjerno rasprSenim, grubo
granuliranim kromatinom. Ceste su mitoze i apoptoti¢ka tijelesca. (N/C) omijer je poveéan, a
koli¢ina citoplazme i citoplazmatskog mucina je smanjena. Pozadina je tipi¢no Cista (bez
tumorske dijateze), ali mogu biti prisutne abnormalne skvamozne stanice ako postoji i

skvamozna lezija.

Endocervikalni adenokarcinom zadovoljava citoloSke kriterije AIS-a, ali moZe imati
dodatne znacajke koje upucuju na invazivnost karcinoma. Adenokarcinom karakteriziraju

brojne abnormalne stanice, obi¢no cilindri¢ne konfiguracije. Pojavljuju se kao pojedinacne
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stanice, dvodimenzionalne nakupine ili trodimenzionalne nakupine 1 sincicijski agregati.
Povecane, pleomorfne jezgre pokazuju nepravilnu distribuciju kromatina, a nuklearna
membrana je nepravilna. Citoplazma je obi¢no fino vakuolizirana, a ¢esto je prisutna tumorska

dijateza. Abnormalne plocaste stanice mogu biti prisutne, §to upucuje i na skvamoznu leziju.

Endometralni adenokarcinom ¢ine stanice koje se pojavljuju pojedinacno ili u malim,
naguranim skupinama. U dobro diferenciranim tumorima, jezgre mogu biti samo neznatno
povecane u usporedbi s normalnim stanicama endometrija, a postaju vece sa smanjenjem
diferencijacije tumora. Jezgre pokazuju umjerenu hiperkromaziju i nepravilnu distribuciju
kromatina, osobito u tumorima visokog stupnja. Citoplazma je obi¢no oskudna, cijanofilna i
Cesto vakuolizirana. Kod pojedina¢nih stanica ili malih nakupina tumorskih stanica mogu se
naci intracitoplazmatski neutrofili. Sitno granularna ili vodenasta tumorska dijateza je ponekad

prisutna, naj¢es¢e u konvencionalno pripremljenim uzorcima (32).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. Primarni cilj

e Utvrditi udio i raspodjelu intraepitelnih i invazivnih lezija u Papa testovima obradenim
SurePath metodom tekucinske citologije, s obzirom na citomorfolosku dijagnozu i
rezultate digitalne analize Papa testova, koji su obradeni i analizirani na Odjelu za
klinicku citologiju Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC

Split, u razdoblju od 01. sijecnja 2023. do 30. lipnja 2023. godine.

2.2. Sekundarni ciljevi

e Utvrditi raspodjelu abnormalnih nalaza Papa testa u odnosu na dob ispitanica.

e Utvrditi raspodjelu pozitivnih nalaza Papa testa prema vjerojatnosti abnormalnosti
(kvintile Q1-5), procjenjenoj pri automatiziranoj digitalnoj analizi LBC uzoraka.

e Utvrditi udio prethodno negativnih nalaza Papa testa i ucestalost uzoraka Papa testa
bez endocervikalnih stanica (konvencionalni razmazi) te prikazati raspodjelu
prethodno pozitivnih nalaza prema Bethesda kategorijama.

e Istraziti udio i raspodjelu perzistentnih pozitivnih nalaza pri kontrolnom Papa testu.

e Usporediti nalaze citoloske analize s dostupnim patohistoloskim nalazom kao zlatnim

standardom.
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3. ISPITANICI Il METODE



3.1. Organizacija studije

Studija je strukturirana kao retrospektivno istrazivanje koje ukljucuje pregled
medicinske dokumentacije iz digitalne arhive Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu
1 citologiju KBC-a Split. Istrazivanje je prema ustroju kvalitativno, dok je po intervenciji i

obradi podataka opisnog tipa.

3.2. Ispitanice

Pacijentice Ciji je Papa test obraden i analiziran na Odjelu za klini¢ku citologiju
Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC Split, u razdoblju od 1.
sijenja 2023. do 30. lipnja 2023.

3.2.1. Kriteriji ukljuéenja u istraZivanje

U istrazivanje su uklju€ene pacijentice s pozitivnim Papa testom, ¢iji su uzorci obradeni

SurePath metodom tekucinske citologije (LBC) te klasificirani prema Bethesda kategorijama.

3.2.2. Kriteriji iskljuc¢enja u istrazivanje

Iz istrazivanja su iskljucene pacijentice koje su imale negativne citoloske nalaze LBC

Papa testa te pacijentice ¢iji je uzorak Papa testa uzet klasicnom metodom.

3.3. Mjesto studije

Istrazivanje je provedeno na Odjelu za klinicku citologiju Klinickog zavoda za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC Split.

3.4. Metode prikupljanja i obrade podataka

Podatci su prikupljeni pretrazivanjem digitalne baze podataka Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split. Uvidom u medicinsku dokumentaciju

dobiveni su podatci o dobi ispitanica, prethodnim, pozitivnim i kontrolnim citoloskim nalazima
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te nalazu patohistoloSke analize. Podatci automatizirane digitalne analize dobiveni su iz

izvijeS¢a FocalPoint Slide Profilera.

3.5. Obrada i analiza materijala

3.5.1. Surepath metoda tekucinske citologije

SurePath (SP) vrsta je LBC testa koja omogucava cuvanje tekucih uzoraka uz sve
stanice koje su uzorkovane 1 prenesene u teku¢i medij, adekvatnu analizu zbog smanjenja tvari
koje ju ometaju kao Sto su krv, upala i sluz, omogucava pripremu tankog sloja stanica $to

olaksava morfolosku analizu te automatizaciju procesa obrade i serijskog bojanja (38).

Uzorkovanje je izvrSeno u ginekoloSkoj ordinaciji u spekulima, ¢ime se vizualizira vrat
maternice, pomocu posebno dizajnirane ¢etkice kojom se prikupi uzorak s transformacijske
zone i duboko iz endocervikalnog kanala. Sama cetkica za sakupljanje uzoraka je odvojiva od
drske te se odlaze u vial (bocicu) koja sadrzi konzervans na bazi etanola koji istovremeno cuva

1 fiksira uzorak (Slika 8).

Slika 8. Posebno dizajnirana Cetkica za uzorkovanje Papa testa LBC SurePath
metodom i bocica za ¢uvanje uzorka (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

SurePath metoda se temelji na principu sedimentacije gradijenta gustoce. Pri tome se
stanice/uzorak mijeSa kako bi se razbila sluz i velike stani¢ne skupine te centrifugira s

gradijentom gustoce kako bi se uklonili krv 1 detritus (39).
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Obrada uzoraka definirana je zadanim protokolom Odjela za klini¢ku citologiju. Jedna
serija uzoraka se sastoji od 48 SurePath Viala (bocica). SurePath viali stavljaju se u plasti¢ni
spremnik na preklop te na orbitalnu mijeSalicu 1min i 30 sec. Pocetkom obrade uzoraka na
Totalys MultiProcessoru automatski se pocinju printati stakalca s barkodom za svaki SurePath
Vial. Isprintana stakalca slazu se na Cetiri nosaca stakalaca za plitice po 12 mjesta te stavljaju
u komoricu za talozenje na svako stakalce (Slika 9). Nakon obrade u MultiProcessoru, plitice
sa stakalcima i postavljenim komoricama za talozenje stavljaju se u Totalys SlidePrep. Ciklus
bojenja po Papanicolaou zapoc€inje automatskim sparivanjem tuba i stakalaca i njihovim
medusobnim povezivanjem. Svi uredno skenirani uzorci i stakalca bit ¢e oznaceni zelenom
bojom na zaslonu, a ukoliko je doSlo do prekida lanca slijedivosti uzorci ¢e biti oznaceni
crvenom bojom. Nakon zavrSetka procesa bojenja stakalca se dehidriraju u mijeSavini alkohola
te fiksiraju u ksilolu. Uzorci se mogu sacuvati za dodatne analize pohranjeni u hladnjaku do

180 dana.

Slika 9. Automatizirana obrada uzoraka u multiprocesoru i1 priprema uzoraka za
bojenje u SlidePrep uredaju (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

Nakon bojanja stakala slijedi uklapanje koje se vrsi u digestoru. Stakalce se izvadi iz
ksilola te se s nesterilnom gazom obriSe donja strana stakalca. Na navlazeni uzorak

pausterovom pipetom nanosi se tanak sloj sredstva za uklapanje te stavlja pokrovno stakalce.

Uklopljena i osusena stakalca stavljaju se na nosac za stakalca za BD Focal Point te

stavljaju instrument za digitalno analiziranje stanica BD Focal Point GS Imaging (Slika 10).
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Kada aparat zavrsi s digitalnom analizom, stakalca se slazu po rednom broju u kartonske mape

te su spremna za daljnju analizu.

Slika 10. Focal Point Slide Profiler, automatski digitalni skrining (izvor: Klinicki
zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC
Split)

Razlika konvencionalnog razmaza Papa testa i SurePath LBC uzorka prikazana je na Slici 11.

Slika 11. Podijeljeni uzorak Papa testa. Konvencionalni razmaz (lijevo), SurePath
LBC (desno) (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel
za klinicku citologiju, KBC Split)

3.5.2. Citoloska analiza
Citoloskom analizom uzoraka Papa testa nalazi se klasificiraju kao negativni ili
abnormalni. Prema Bethesda klasifikaciji abnormalni nalazi klasificiraju se kao abnormalnosti

plocastog 1 Zljezdanog epitela, prema definiranim morfoloskim kriterijima. Kategorije

abnormalnosti plocastog epitela ukljucuju ASC-US 1 ASCH te jasno definirane intraepitelne
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lezije koje se dijele na LSIL (Slika 12), HSIL (Slika 13 i 14) te invazivni plocasti karcinom
(32).

Slika 12. LSIL (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju,
Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

- =

Slika 13. HSIL(izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju,
Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)
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- A
Slika 14. HSIL CIN3 — hiperkromatska nakupina (izvor: Klinicki zavod za patologiju,

sudsku medicinu i citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

Lezije zljezdanog epitela klasificiraju se kao AGC NOS i vjerojatno neoplasti¢ne,

adenokarcinom in situ (Slika 15) te invazivni adenokarcinom (Slika 16).

Slika 15. AIS —rozeta (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)
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Slika 16. Adenokarcinom (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju, Odjel za klinicku citologiju, KBC Split)

3.6. Metode statisticke obrade podataka

Podaci su tabli¢no i graficki prikazani pomocu racunalnog programa Microsoft Office
Excel 365. Statisticka obrada podataka izvrSena je koriStenjem programskih paketa SPSS
Statisticsfor Windows®. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina uz standardnu devijaciju

(SD) ili kao postotci. Statisticka znacajnost je postavljena na P<0,05.

3.7. Eti¢ka nacela

Tijekom i nakon istrazivanja Stite se prava i osobni podaci ispitanika u skladu sa Zakonom
o zaStiti prava bolesnika (NN 169/04, 37/08) 1 Zakonom o zaStiti osobnih podataka (NN
103/03-106/12), a istrazivanje je uskladeno s odredbama Kodeksa lije¢nicke etike 1
deontologije (NN 55/08, 139/15) te pravilima Helsinske deklaracije (1964. — 2013.).
Pristupnica 1 njezina mentorica uputili su zamolbu Eti¢kom povjerenstvu KBC-a Split za
odobrenje provedbe naslovnog istrazivanja, koje je studiju odobrilo rjeSenjem br. 2181-147/01-

06/LJ.Z.-24-02.
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4. REZULTATI



U razdoblju od 01. sije¢nja 2023. do 30. lipnja 2023. na Odjelu za klini¢ku citologiju
Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC Split, obradeno je 1
analizirano 11 210 uzoraka Papa testa, od ¢ega je 878 uzoraka zaprimljeno kao konvencionalni
razmaz, dok je 10 323 uzoraka zaprimljeno kao uzorak tekucinske citologije (SurePath LBC

uzorak) (92,1% uzoraka).

Od ukupnog broja zaprimljenih uzoraka, 794 (7,1%) uzoraka dijagnosticirano je kao
abnormalan nalaz, klasificirano prema Bethesda kategorijama kao intraepitelna ili invazivna

lezija plocastog ili zlijezdanog porijekla.

Intraepitelna lezija plocastog epitela dijagnosticirana je u 732 ispitanice (92,2%), dok
je u 41 ispitanice dijagnosticirana lezija zljezdanog epitela (5,2%). U 22 ispitanice (2,6%)
dijagnosticirane su i lezija plocastog epitela i promjene na Zljezdanom epitelu. Iz daljnje analize
iskljuc¢eno je 8 uzoraka koji su dijagnosticirani kao abnormalan nalaz na konvencionalnom

Papa razmazu.

Medijan zivotne dobi ispitanica bio je 39 godina (Q1-Q3:29-50;min-max:18-87).
Najveci broj pacijentica nalazio se u dobnoj skupini 21 do 30 godina (226, 28,5%), dok je druga
najzastupljenija skupina bila ona od 31 do 40 godina (198, 24,9%). U dobnoj skupini ispitanica
do dvadeset godina te starijih od 70 god bilo je najmanje abnormalnih nalaza (12, 1,5%; 25,
3,1%).

U tablici 1 opisana je istraZivana skupina prema ispitivanim varijablama.
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Tablica 1. Prikaz istrazivanih varijabli u ispitivanoj skupini ispitanica

N(%)
Dobne skupine (godina)
<20 12(1,5)
21-30 226(28,5)
31-40 198(24,9)
41-50 171(21,5)
51-60 107(13,5)
61-70 55(6,9)
>70 25(3,1)
Pozitivni Papa test-Bethesda kategorija
ASCUS 274(34,5)
LSIL, LSIL+AGC NOS 374(47,1)
HSIL,HSIL+AGC-NOS,ASCH, ASCH+AGC- 103(13)
NOS
AGC-NOS (endocervikalne), AGC 40 (5)
(endometralne), AGC (neoplasti¢ne)/AIS
Invazivni plocasti karcinom 2(0,3)
Adenokarcinom 1(0,1)
FP Q1-5
Ql 245(30,9)
Q2 109(13,7)
Q3 84(10,6)
Q4 80(10,1)
Q5 54(6,8)
Nije kategoriziran 222(28)
Prethodni Papa test
Uredan 332(41,8)
ASCUS 44(5,5)
LSIL 108(13,6)
HSIL 19(2,4)
ASCH 8(1)
AGC NOS 4(0,5)
Nema prethodnog Papa nalaza 278(35)
VIN 3 1(0,1)
Prvi kontrolni Papa test
Negativan 277(34.,9)
ASCUS 60(,6)
LSIL 159(20)
HSIL 23(2,9)
ASCH 13(1,6)
AGC-NOS 2(0,3)
Nema 259(32,6)
VIN3 1(0,1)
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Razdioba ispitanica s abnormalnim citoloskim nalazom, prema kategorijama Bethesda

klasifikacije (N=794), prikazana je na slici 17.

Invazivni plocasti
AGC NOS endocervikalne st., karcinom; 0,3% Adenokarcinom;
AGC endometralne st., AGC 0.1%
(neoplasti¢ne)/AIS; 5%

ASCUS:; 35%
HSIL,HSIL+AGC NOS,
ASCH, ASCH+AGC
NOS; 13%

LSIL, LSIL+AGC
_\
NOS:; 47,1%

Slika 17. Razdioba ispitanica prema kategorijama Bethesda klasifikacije (N=794)

Prema Bethesda kategorijama, najzastupljenija citoloska dijagnoza bila je plocasta
intraepitelna lezija niskog stupnja - LSIL (N=374). U ovoj skupini (LSIL i LSIL+AGC NOS)
bilo je 370 ispitanica s LSIL 1 4 ispitanice koje su uz leziju plocastog epitela imale i promjene

na zljezdanom epitelu (LSIL+AGC NOS).

U skupini Bethesda kategorije plocastih intraepitelnih lezija visokog stupnja (HSIL,
HSIL+AGC NOS, ASCH, ASCH+AGC NOS) bilo je 56 ispitanica s HSIL, 6 ispitanica s
HSIL+AGC NOS, 29 ispitanica s atipiénom plocastom lezijom suspektno visokog stupnja —
ASCH 1 12 ispitanica s ASCH + AGC NOS.

U skupini ispitanica s abnormalnim nalazom Zzljezdanog epitela (AGC NOS,
endocervikalne stanice; AGC endometralne stanice, AGC - neoplasti¢ne stanice/AIS) bilo je
35 ispitanica s atipijama zljezdanog epitela neodredenog znacenja, endocervikalnog porijekla

- AGC NOS (endocervikalno), 3 ispitanice s abnormalnim Zzljezdanim stanicama
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endometralnog porijekla 1 2 ispitanice s intraepitelnom zljezdanom lezijom — AGC —

neoplasti¢ne/AlS.

Zbog malog broja uzoraka, iz daljnje analize iskljuene su ispitanice s citoloSkom
dijagnozom invazivnog plocCastog karcinoma (N=2) i adenokarcinomom (N=1), prema

Bethesda klasifikaciji.

U tablici 2 prikazana je povezanost dobnih skupina i pozitivnih citoloSkih nalaza prema

Bethesda kategorijima.

Tablica 2. Prikaz broja (%) ispitanica prema dobnim skupinama u odnosu na Bethesda kategorije

Bethesda kategorije
ASCUS LSIL HSIL AGC NOS (endocervikalno)
LSIL + AGC HSIL+AGC NOS AGC (endometralno)
NOS ASCH AGC (neoplasti¢no)/AlS
ASCH+AGC NOS
N(%) p*
Dobne skupine <0,001
(godina)
<20 2(0,7) 10(2,7) 0 0
21-30 54(19,7) 157(42) 13(12,6) 2(5)
31-40 63(23) 101(27) 28(27,2) 6(15)
41-50 69(25.2) 64(17,1) 25(24,3) 13(32,5)
51-60 43(15,7) 33(8,8) 17(16,5) 14(35)
61-70 29(10,6) 8(2,1) 12(11,7) 3(7,5)
>70 14(5,1) 1(0,3) 8(7,8) 2(5)
Ukupno 274 374 103 40
*x2 test

Postoji statisticki znacajna povezanost dobnih skupina s Bethesda kategorijama

(2=128;p<0,001)

Udio dobne skupine 21 do 30 godina u Bethesda kategoriji LSIL 1 LSIL + AGC NOS
iznosi 42% S§to je za 2 puta viSe nego u kategoriji ASCUS, za 3,3 puta viSe nego u Bethesda
kategoriji plocastih lezija visokog stupnja (HSIL, HSIL+AGC NOS, ASCH, ASCH+AGC
NOS) i1 za 8,4 puta viSe nego u Bethesda kategoriji lezija Zljezdanog epitela (AGC NOS,

endocervikalne stanice; AGC endometralne stanice, AGC - neoplasti¢ne stanice/AlS).

Udio dobne skupine 61 do 70 godina u Bethesda kategoriji LSIL, LSIL + AGC NOS
1znosi 2,1% Sto je za 5 puta manje nego u Bethesda kategoriji ASCUS, za 5,6 puta manje nego

u Bethesda kategoriji plocastih intraepitelnih lezija visokog stupnja (HSIL, HSIL+AGC NOS,
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ASCH, ASCH+AGC NOS) i za 3,6 puta manje nego u Bethesda kategoriji lezija Zljezdanog
epitela (AGC NOS, endocervikalne stanice; AGC endometralne stanice, AGC - neoplasticne
stanice/AlS).

Uzorci svih ispitanica ukljucenih u istrazivanje, nakon obrade u Multiprocesoru i
bojenja uzoraka, prosli su kroz sustav automatskog digitalnog skrininga u BD Focal Point GS

Imaging uredaju.

U tablici 3 prikazana je povezanost FP QI-5 i pozitivnih nalaza prema Bethesda

kategoriji

Tablica 3. Prikaz broja (%) ispitanica prema I FP Q1-5 u odnosu na Bethesda kategorije

Bethesda kategorije
ASCUS LSIL HSIL AGC NOS (endocervikalno)
LSIL + AGC HSIL+AGC NOS AGC (endometralno)
NOS ASCH AGC (neoplasti¢no)/AlS
ASCH+AGC NOS
N(%) P*
IFPQ1-5 <0,001
(kvintile)
Q1 60,7(35,4) 120(42,1) 44(65,7) 12(41,4)
Q2 42(22,2) 53(18,6) 9(13,4) 5(17,2)
Q3 27(143)  47(16.5) 5(7,5) 5(17,2)
Q4 31(16,4) 39(13,7) 6(9) 4(13,8)
Q5 2(1,6)  26(9,1) 3(4,5) 3(10,3)
Ukupno 189 285 67 29
*y2 test

Postoji statisticki znacajna povezanost FP Q1-5 s citoloSkom dijagnozom prema

Bethesda kategorijama (}2=20,7;p=0,054) na razini znacajnosti od 95,5%.

Udio Q1 u Bethesda kategoriji plocastih lezija visokog stupnja (HSIL, HSIL+AGC
NOS, ASCH, ASCH+AGC NOS) iznosi 65,7% i za 1,8 puta je ve¢i nego u kategoriji ASCUS,
za 1,6 puta je vec¢i nego u Bethesda kategoriji LSIL i LSIL + AGC NOS i za 1,6 puta je veci
nego u Bethesda kategoriji lezija zljezdanog epitela (AGC NOS, endocervikalne stanice; AGC

endometralne stanice, AGC - neoplasti¢ne stanice/AlS).

Raspodjela ispitanica s lezijom plocastog epitela visokog stupnja po kvintilama (Q1-5)

prikazana je na Slici 18.
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Slika 18. Raspodjela ispitanica s lezijom visokog stupnja po kvintilama (Q1-5)

Ql

Analizom Papa nalaza iz digitalne arhive Odjela za klinicku citologiju KBC Split, koji
su prethodili pozitivnim nalazima ispitivanog razdoblja, utvdeno je da je 779 (98%) uzoraka

analizirano na konvencionalnom razmazu, a u 332 (41,8%) uzorka nije bilo abnormalnosti.

Analizirajuéi adekvatnost prethodno negativnih uzoraka, od 64 (19,3%) ova uzoraka,
tri uzorka su bila preoskudna za analizu, bez endocervikalnih stanica, 58 (17,5%) uzoraka je
dijagnosticirano kao uredan nalaz, ali bez endocervikalnih stanica, tri uzorka su bila prekrivena
leukocitima i bez endocervikalnih stanica. Samo jedan LBC uzorak je dijagnosticiran kao
negativan nalaz bez endocervikalne komponente. HSIL u SurePath LBC uzorku dijagnosticiran
je u 1,4% ispitanica nakon prethodno negativnog nalaza konvencionalnog Papa testa. U 8,5%
ispitanica dijagnosticiran je HSIL nakon prethodne ASCUS i1 LSIL dijagnoze na

konvencionalnom Papa testu.

U daljnjem pracenju, 259 (45%) ispitanica nije imalo kontrolni Papa test u arhivi KBC-
a Split. Perzistentne citoloske abnormalnosti na prvom kontrolnom Papa testu imalo je 259
(45%) ispitanica, dok je negativan kontrolni Papa test dijagnosticiran u 10% ispitanica (Slika

19).
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pozitivan
kontrolni papa
test
45%

nema kontrolni
papa test
259, 45%

negativan
kontrolni papa
test
10%

Slika 19. Prvi kontrolni Papa test ispitanica nakon abnormalnog nalaza

Pri slijedecoj citoloskoj kontroli, perzistentne promjene nadene su u 82 (10%)
ispitanica, a u 118 (15%) ispitanica nisu nadene abnormalnosti epitela u drugom kontrolnom

Papa testu. U ostalih ispitanica nema evidencije o kontrolnom pregledu (Slika 20).

pozitivan
kontrolni papa
test; 82; 10%

nema kontrolni papa test; 594; 75%

negativan
kontrolni papa
test; 118; 15%

Slika 20. Drugi kontrolni Papa test ispitanica nakon abnormalnog nalaza
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Nakon pozitivne citoloSke dijagnoze, 255 (32,1%) ispitanica je imalo patohistoloski
nalaz. Biopti¢ki uzorak je bio preoskudan za patohistolosku analizu u 13 (1,6%) ispitanica,
odnosno oskudan s izrazenim displastiénim promjenama, bez mogucnosti odredivanja stupnja

displazije u 5 (0,6%) ispitanica.

Od 374 ispitanice s citolosSkom dijagnozom intraepitelne lezije niskog stupnja (LSIL
LSIL+AGC NOS), 108 (28,9%) ispitanica je imalo patohistoloski nalaz biopsije, a pozitivan
nalaz potvrden je u 73 (67,6%) ispitanica. U 35 (32,4%) ispitanica je biopsijom potvrdena
dijagnoza LSIL-a, dok je u 34 (31,5%) ispitanice u bioptickom materijalu te na konizatu
dijagnosticirana lezija visokog stupnja. Negativan nalaz biopsije uz kroni¢ne upalne promjene
naden je u 29 (29,9%) ispitanica. U ostalih ispitanica bioptic¢ki uzorak je bio preoskudan za

adekvatnu analizu.

Nalazi patohistoloske analize citoloski dijagnosticiranih intraepitelnih lezija visokog
stupnja (HSIL i ASCH) te invazivnih ploc¢astih lezija bili su dostupni za 84 (80%) ispitanica.
HSIL i invazivna plocasta lezija potvrdena je patohistoloSki u 57 ispitanice (67,8%), dok je u
6 ispitanica (7,1%) patohistoloSka dijagnoza je odgovarala LSIL-u. CitoloSki nalaz nije
potvrden u prvoj biopsiji u 14 (16,6%) ispitanica (Slika 21).

60
HSIL; 52
50

40

30

20 negativno; 14

0 ' oskudno; 7 LSIL; 6

negativno oskudno LSIL HSIL PCC

Slika 21. Raspodjela citoloski dijagnosticiranih HSIL/ASCH 1 invazivnih plocastih

lezija prema PHD nalazu.

U ponovljenim biopsijama i operativnom materijalu kod 53 ispitanice koje su imale
perzistentan citoloski, a negativan patohistoloski nalaz, dodatnom patohistoloSkom analizom

potvrden je abnormalni nalaz u 47 (88,7%) ispitanica i to LSIL u 10 (1,3%) ispitanica, HSIL
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u 29 (3,7%) ispitanica, HSIL s AIS-om u 5 (0,6%) ispitanica te mikroinvazivni 1 invazivni

karcinom plocastog epitela u dvije ispitanice.

Kod 41 (0,05%) ispitanice citoloSkom analizom dijagnosticirane su lezije zljezdanog epitela, a
patohistoloski nalaz bio je dostupan u njih 28 (68,2%). Udio adenokarcinoma u ovoj kategoriji
iznosio je 25% (7 ispitanica), od ¢ega su tri adenokarcinoma bila porijekla endometrija, jedan

metastaski adenokarcinom i tri endocervikalna karcinoma.

Na Slici 22. prikazana je ukupna raspodjela ispitanica prema patohistoloSkoj dijagnozi

na biopti¢kim i operativnim uzorcima.

PCC; 7; 3%

adenokarcinom; 7; 3%

HSILi AIS; 7; 3%

HSIL; 96; 38% oy 7 dan uzorak;

Slika 22. Ukupna raspodjela prema patohistoloskoj dijagnozi na bioptickim i
operativnim uzorcima

*547 zena nema patohistoloski nalaz u digitalnoj arhivi nalaza KBC Split
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5. RASPRAVA



Karcinom vrata maternice, kao cetvrti karcinom po incidenciji 1 mortalitetu medu
ginekoloSkim karcinomima na razini svijeta, i1 dalje je vazan javnozdravstveni problem.
Karcinom plocastog epitela najées¢i je histoloski tip, a HPV infekcija ¢ini glavni
etiopatogenetski dogadaj koji dovodi do nastanka intraepitelne lezije te njezine potencijalne
progresije u invazivni karcinom. Klju¢ni korak u patogenezi je integracija HPV genoma u
kromosome domacina Sto dovodi do aktivacije E6 1 E7 onkogena koji degradiraju p53,
inhibiraju apoptozu i stimuliraju stani¢nu proliferaciju suprimiraju¢i RB1. Unato¢ tome, danas
je prepoznato da dio tumora, ve¢im dijelom adenokarcinoma, koji ¢ine 10-25% karcinoma
vrata maternice, nije vezan uz HPV infekciju, a imaju vrlo agresivan klinicki tijek. Problem je
prepoznat i definiran u WHO klasifikaciji genitalnih tumora 2020. koja uvodi klasifikaciju
tumora vrata maternice baziranu na prisutnosti ili odsutnosti HPV infekcije (40). U zemljama
koje su uvele probir na karcinom vrata maternice baziran samo na primarnom HPV testiranju,
kao potencijalni problem uocava se moguénost propusta HPV negativnih karcinoma. Stoga,
program rutinskog morfoloSkog skrininga ostaje vazna komponenta u prevenciji karcinoma
vrata maternice, a ciljevi ovog istrazivanja fokusirani su na znac¢aj uzorkovanja i metodologije

u dijagnostici intraepitelnih i invazivnih lezija vrata maternice.

Prema podacima Registra za rak HZJZ, od karcinoma cerviksa 2021. godine oboljelo
je 286 zena, s najve¢om incidencijom u dobi od 55 do 64 godine. 2022. godine bilo je 109
smrtnih slucajeva kao posljedica invazivnog karcinoma cerviksa. Premaligne lezije visokog
stupnja (CIS, ukljucujuéi 1 HSIL) 2020. godine dijagnosticirane su u 590 Zena s najve¢om

incidencijom u dobi od 30 do 39 godina (6,41).

Prema rezultatima ovog istraZivanja, u razdoblju od 01. sijecnja 2023. do 30. lipnja
2023. godine, najvise dijagnosticiranih lezija visokog stupnja (28, 27,2%) bilo je u dobnoj
skupini 31-40 godina, $to je u skladu su s podacima Registra za rak HZJZ.

U ispitivanom razdoblju, u 794 (7,1%) ispitanica dijagnosticiran je abnormalan nalaz,
klasificiran prema Bethesda kategorizaciji kao intraepitelna ili invazivna lezija plo€astog ili
zlijezdanog porijekla. 92,1% uzoraka zaprimljeno kao SurePath LBC uzorak. Intraepitelna
lezija plocCastog epitela dijagnosticirana je u 732 ispitanice (92,2%), u 41 ispitanice
dijagnosticirana je lezija zljezdanog epitela (5,2%), a u 22 ispitanice (2,6%) dijagnosticirane
su i lezija ploCastog epitela i promjene na Zljezdanom epitelu. Iako je Papa test primarno
zamiS$ljen kao skrining test za plocCaste lezije, dijagnosticka vrijednost za zljezdane lezije se

smatra suboptimalnom zbog manje ucestalosti ovih lezija, problema uzorkovanja i nedostatka
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iskustva. Incidencija plocastih karcinoma je u padu zbog uspjeSnosti skrininga, ali
adenokarcinomi ne slijede ovaj trend, a imaju agresivniji klinicki tijek, ¢eS¢e metastaziraju 1
imaju loSiju prognozu i odgovor na terapiju. Rana detekcija ovih lezija izazov je na
konvencionalnim i na LBC uzorcima. U istrazivanju Sunga i sur. prosjecna dob ispitanica s
atipijom zljezdanog epitela bila je 49 godina, dok je u ovom istrazivanju najveci broj ispitanica

bio u dobnoj skupini 51 do 60 godina (42).

Provedeno istrazivanje pokazalo je da je, prema Bethesda kategorijama,
najzastupljenija dijagnoza LSIL, dijagnosticiran u 374 ispitanica (47,1%). Druga dijagnoza po
ucestalosti bio je ASCUS u 274 (34,5%) ispitanica, a zatim slijede HSIL u 103 (13%) i AGC u
40 (5%) ispitanica. U 2 ispitanice dijagnosticiran je invazivni ploc¢asti karcinom (0,3%) te u
jedne adenokarcinom (0,1%). Uocena je statisticki znacajna povezanost dobnih skupina s
Bethesda kategorijama (P<0,001) te je utvrdeno da je najveca ucestalost dijagnoze LSIL (42%)
u ispitanica dobne skupine od 21 do 30 godina. Rezultati istrazivanja su u skladu s
istrazivanjem Zheng, Yang i suradnika koji su dokazali najvecu pojavnost LSIL-a u ispitanica
mladih od 30 godina, a do istog zakljucka dosli su i Reinholdt i suradinci u svom istrazivanju

(43,44).

Iako je konvencionalni Papa test u¢inkovita metoda u skriningu karcinoma vrata
maternice jo§ od 50-ih godina proslog stolje¢a, u mnogim zemljama zamijenjen je testovima
temeljenim na tekucinskoj citologiji (45). Procjena adekvatnosti konvencionalnog Papa testa
temelji se na dovoljnom broju dobro ocuvanih plocastih epitelnih stanica (8 000-12 000) 1
prisutnosti stanica transformacijske zone, a glavni nedostatak ove metode je gubitak materijala
koji ostaje na Spatuli, nepravilno uzimanje i razmazivanje uzorka na stakalce, veliki broj
upalnih stanica i krvi te debeli, preslojeni razmaz. LBC uzorci dobiveni ¢etkicama razlikuju se
u nacinu prijenosa uzorkovanog materijala. Specifi¢nost SurePath LBC metode je da posebno
dizajnirana cetkica ostaje u bocici sa fiksativom pri ¢emu je za analizu sacuvano 100%
uzorkovanog materijala. Kriterij adekvatnosti uklju¢uje najmanje 5 000 dobro ocuvanih
plocastih ili metaplasticnih stanica, osim kod Zena nakon kemoterapije i/ili radioterapije, u
postmenopauzi s atrofiénim promjenama ili nakon histerektomije. Osnovna prednost LBC
metode u odnosu na konvencionalni Papa test je manja povrSina uzorka koji se analizira,
jednoslojni razmaz s ¢iS¢om pozadinom te moguénost ¢uvanja stani¢nog materijala za buduca
testiranja (23,32). Sve se ¢esce provodi i kotestiranje, odnosno istodobna citoloska analiza i

HPYV testiranje iz jednog uzorka, $to ubrzava proces pravovremene dijagnoze (9).
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Skriniranje Papa razmaza subjektivan je 1 naporan proces koji zahtjeva stalnu
koncentraciju. Manjak citotehnologa, zahtjevi za ve¢om produktivnosti te opterecenost
moguénoscéu pogreske, izazov je u svakodnevnoj laboratorijskoj praksi. Razvojem digitalne
tehnologije uz uvodenje tekudinske citologije, upotreba kompjuterski potpomognutog
skrininga postala je stvarnost i1 rutina. Prema rezultatima validacijske studije za FocalPoint
Guided Screening imaging sistem, nema dokaza razlike ovog sustava u odnosu na manualni
skrining (46). U ovom istrazivanju dokazana je statisticki znacajna povezanost FP Q1-5
kategorija s citoloskom dijagnozom prema Bethesda kategorijama (¥2=20,7;p=0,054) na razini
znacajnosti od 95,5%. Udio Q1 u Bethesda kategoriji plocastih lezija visokog stupnja (HSIL,
HSIL+AGC NOS, ASCH, ASCH+AGC NOS) iznosio je 65,7%.

U ovom istrazivanju analizirani su, s obzirom na adekvatnost uzorka, nalazi Papa testa
koji su prethodili pozitivnom SurePath uzorku, u ispitanica u kojih su ti nalazi bili dostupni.
Konvencionalni nalaz imalo je 779 (98%) ispitanica, dok je njih 15 (2%) imalo prethodni LBC
nalaz. Za 278 (35%) ispitanica nije bilo podataka o prethodnom nalazu. U 332 (41,8%)
ispitanice prethodni Papa test je bio uredan. Analiziraju¢i adekvatnost prethodno negativnih
uzoraka, od 64 (19,3%) ova uzoraka, tri uzorka su bila preoskudna za analizu, bez
endocervikalnih stanica, 58 (17,5%) uzoraka je dijagnosticirano kao uredan nalaz, ali bez
endocervikalnih stanica, tri uzorka su bila prekrivena leukocitima i1 bez endocervikalnih
stanica. Samo jedan LBC uzorak je dijagnosticiran kao negativan nalaz bez endocervikalne
komponente. lako prema Bethesda kriterijima adekvatnosti, nalaz stanica transformacijske

zone nije nuZan za adekvatnost uzorka, podatak je vazan u kontroli kvalitete uzorkovanja (32).

Prema istrazivanju Rozemeijera 1 sur. Siroka promjena SurePath LBC testa kao
primarne metode povecala je vjerojatnost detekcije LSIL i HSIL CIN2" lezija. Kako samo mali
dio LSIL lezija progredira u karcinom, povecana detekcija LSIL lezija Cesto se smatra
pretjeranom dijagnostikom, dok su HSIL CIN2" lezije ¢eS¢e povezane sa znaajnim rizikom
nastanka karcinoma 1 smatraju se klinicki relevantnim (47). Ve¢i udio LSIL lezija u ukupnom
broju analiziranih SurePath uzoraka prikazali smo i u ovom istraZivanju. Prema preporukama,
medijan ucestalosti za LSIL je 2,5% ukupno za sve nacine obrade uzoraka, a izdvojeno za
tekucinsku citologiju iznosi 2,9%, dok za HSIL kategorije iznosi 0,5%. Atipija na ploCastom
epitelu, koja ukljucuje atipiju neodredenog znacenja (ASCUS) 1 atipiju suspektnu na leziju
visokog stupnja (ASCH), dijagnosticirana je u 321 ispitanice. Ocekivana ucestalost ASCH
kategorije je manje od 10% svih uzoraka iz kategorije ASC. U ovom istrazivanju, ASCH je

dijagnosticiran u 38 (11,8%) ispitanica. Ucestalost LSIL lezija bila je 3,3% te za HSIL lezije
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0,9%, §to je neznatno viSe od preporuka. U odnosu na ukupan broj analiziranih uzoraka,
ASCUS je dijagnosticiran u 2,4% ispitanica §to je unutar preporuka (32). Prema istrazivanju
Fremonth-Smitha i sur omjer ASCUS-a i LSIL-a ukupno je smanjen za 28,9% za SurePath u
odnosu na konvencionalni Papa test, dok je postotak slucajeva u kojima citoloska dijagnoza
korelira u potpunosti s biopsijom identican za SurePath i konvencionalni Papa test. U
slucajevima kod kojih citoloska dijagnoza nije potvrdena biopsijom, revizija citoloskih nalaza
i bioptata potvrdila je obje pocetne dijagnoze $to je objasnjeno nacinom uzorkovanja ili

regresijom promjena (48).

U 15-25% zena nakon citoloske LSIL dijagnoze, daljnjom obradom se u biopsiji
dijagnosticira HSIL lezija (32). U ovom istrazivanju je uoceno da je od 374 ispitanica s
citoloSkom dijagnozom intraepitelne lezije niskog stupnja (LSIL, LSIL+AGC NOS), 108
(28,9%) ispitanica imalo patohistoloski nalaz biopsije, a pozitivan nalaz potvrden je u njih 73
(67,6%). U 35 (32,4%) ispitanica je biopsijom potvrdena dijagnoza LSIL-a, dok je u 34
(31,5%) ispitanica u bioptickom materijalu te na konizatu dijagnosticiran HSIL. Perzistentne
citoloSke abnormalnosti na prvom kontrolnom Papa testu imalo je 259 (45%) ispitanica. Nakon
ponovljenih pretraga (biopsije/konizacije) kod 53 ispitanice koje su imale perzistentan
citoloski, a negativan patohistoloski nalaz, dodatnom patohistoloSkom analizom potvrden je
abnormalni nalaz u 47 (88,7%) ispitanica i to LSIL u 10 (1,3%) ispitanica, HSIL u 29 (3,7%)
ispitanica, HSIL s AIS-om u 5 (0,6%) ispitanica te mikroinvazivni 1 invazivni karcinom
ploCastog epitela u dvije ispitanice. Chen 1 sur. u svom istraZivanju naglaSavaju vaznost
uzorkovanja i citoloSkog i bioptickog materijala, a kao razlog nepodudarnosti citoloSke 1
patohistoloSke dijagnoze navode stvarnu progresiju lezija, dodatne infekcije drugim tipom

HPV-a te dijagnosticke pogreske (49).

Nedostatak ovog istrazivanja je Cinjenica da se istraZivanje provelo samo u jednom
klinickom centru koji ima dostupnu SurePath tekucinsku citologiju uz digitalni skrining, na
ograni¢enom broju uzoraka, u SestomjeseCnom razdoblju. Kako metode tekucinske citologije
u razvijenom svijetu sve vise zamjenjuju konvencionalne razmaze Papa testova, a nalazimo se
u eri digitalne transformacije u dijagnostici, postoji potreba za multicentricnim istraZivanjima

na vec¢em broju ispitanica.
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6. ZAKLJUCCI



. U razdoblju od 01. sije¢nja 2023. do 30. lipnja 2023. obradeno je i analizirano 11 210
uzoraka Papa testa, od Cega je 92,1% uzoraka zaprimljeno kao SurePath LBC uzorak.
Abnormalni nalaz Papa testa dijagnosticiran je u 7,1% uzoraka. Intraepitelne lezije
¢inile su 92,2 % abnormalnih nalaza.

Najbrojnije skupine abnormalnih nalaza plocastog epitela su, prema Bethesda
kategorijama, LSIL (47,1%) 1 ASCUS (34,5%). Intraepitelne lezije visokog gradusa
¢ine 13% abnormalnih uzoraka.

. Najveci broj ispitanica s abnormalnim Papa razmazom je u dobnoj skupini od 21 do 30
godina. Najucestalija Bethesda kategorija u ovoj dobnoj skupini je LSIL. Najveca
zastupljenost intraepitelnih lezija visokog gradusa je u dobnoj skupini od 31 do 40
godina.

. Dokazana je povezanost raspodjele po kvintilama (FP Q1-5) s citoloSkom dijagnozom
prema Bethesda kategorijama, uzoraka Papa testova obradenih FocalPoint digitalnom
analizom. Udio Q1 kvintile u HSIL Bethesda kategoriji iznosio je 65,7%.

. Prethodno negativni Papa testovi ¢ine 41,8% analiziranih uzoraka od ¢ega je 17,5%
uzoraka bilo bez endocervikalnih stanica. HSIL u SurePath LBC uzorku dijagnosticiran
je u 1,4% ispitanica nakon prethodno negativnog nalaza konvencionalnog Papa testa.
U 8,55% ispitanica dijagnosticiran je HSIL nakon prethodne ASCUS 1 LSIL dijagnoze
na konvencionalnom Papa testu. SurePath metoda tekucinske citologije s posebno
dizajniranom Cetkicom prikuplja bogato celularni materijal duboko iz endocervikalnog
kanala i transformacijske zone te omogucava analizu sveukupnog materijala u tankom
sloju, s minimalnim primjesama koje ometaju analizu.

. Perzistentne citoloSke abnormalnosti na prvom kontrolnom Papa testu imalo je 45%
ispitanica, dok je kod pri slijedecoj citoloSkoj kontroli perzistentan nalaz bio prisutan u
10% ispitanica.

. Pozitivan patohistoloski nalaz kao potvrdu citoloske LSIL dijagnoze imalo je 67,6%
ispitanica. U 31,5% ispitanica s LSIL citoloSkom dijagnozom na biopsiji ili konizatu
dijagnosticiran je HSIL. HSIL i invazivna plocasta lezija u Papa testu potvrdena je u
67,8% ispitanica u prvom bioptiCkom materijalu, dok je u dodatnoj biopsiji ili na

konizatu potvrden u 88,7% ispitanica.
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8. SAZETAK



CILJ ISTRAZIVANJA: Rana dijagnoza preinvazivnih lezija konvencionalnim Papa testom
ima brojna ogranicenja, pa je citologija temeljena na tekucini uvedena kao adekvatnija metoda
za obradu uzoraka vrata maternice. Glavna svrha ovog istrazivanja bila je analizirati ucestalost
1 distribuciju abnormalnih skvamoznih i Zljezdanih lezija u uzorcima SurePath LBC-a prema
Bethesda kategorijama i dobi pacijenata, kao 1 usporediti citolosSke dijagnoze s patohistoloskim

dijagnozama kao zlatnim standardom.

METODE: Od 1. sijecnja 2023. do 30. lipnja 2023., 794 abnormalnih uzoraka SurePath LBC-
a je ukljuceno u retrospektivnu analizu koja je provedena na Zavodu za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split. Klini¢ki podaci i rezultati morfoloske i digitalne FP analize

prikupljeni su iz digitalne medicinske dokumentacije Zavoda.

REZULTATI: Od 11 210 ispitanica, 794 (7,1%) uzoraka je dijagnosticirano kao abnormalan
nalaz prema Bethesda klasifikaciji. U 92,2% uzoraka dijagnosticirana je intraepitelna lezija
plocastog epitela. Prema Bethesda kategorijama, najzastupljenija citoloSka dijagnoza bila je
LSIL (47,1%), zatim ASCUS (34,5%), HSIL (13%) 1 AGC (5%). LSIL se najces¢e pojavio u
dobnoj skupini od 21 do 30 godina. Medijan Zivotne dobi ispitanica bio je 39 godina, a najveca
zastupljenost lezija visokog stupnja prisutna je u dobnoj skupini od 31 do 40 godina. Dokazana
je statisticki znacajna povezanost izmedu Bethesda kategorija i dobi ispitanica (p<0,001) te FP
digitalne analize (p=0,054). U 1,4% ispitanica dijagnosticiran je HSIL nakon prethodno
negativnog konvencionalnog Papa razmaza. Perzistentan abnormalni citoloski nalaz imalo je
45% 1ispitanica na prvom kontrolnom uzorku, a 10% na slijede¢em kontrolnom uzorku.
Patohistoloski uzorak imalo je 255 (32,1%) ispitanica, a lezija visokog gradusa potvrdena je u
67,8% ispitanica na prvom bioptickom uzorku te u 88,7% ispitanica na drugom bioptickom

uzorku ili konizatu.

ZAKLJUCAK: SurePath LBC metoda predstavlja napredak u podruéju cervikalnog probira.
Ovom metodom smanjena je stopa nezadovoljavajucih uzoraka, stani¢ni materijal je optimalno
oCuvan i obojan, pozadina je ¢iS¢a, na stakalcu je smanjeno podrucje za rucni ili digitalni
skrining i moguce je kotestiranje ili pomo¢no testiranje HPV-a. Napredne metode probira i rano
otkrivanje intraepitelnih lezija smanjuju rizik od propustanja dijagnoze abnormalnosti §to kao

posljedicu ima rano otkrivanje 1 lijecenje cervikalnih lezija.
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9. SUMMARY



DIPLOMA THESIS TITLE: Liquid based cytology used in the diagnosis of intraepithelial

and invasive lesions of the cervix.

OBJECTIVES: Early diagnosis of preinvasive lesions by conventional pap smear technique
has many limitations, so liquid based cytology was introduced as a better tool for processing
cervical samples. The main purpose of this study was to analyze the frequency and distribution
of abnormal squamous and glandular lesions in SurePath LBC samples according to Bethesda
categories and the age of patients, as well as to compare cytological diagnoses to

pathohistological diagnosis as a gold standard.

METHODES: From January 1st 2023 till June 30th 2023, 794 abnormal SurePath LBC
samples were included in this retrospective analysis, which was done at the Department of
Pathology, Forensic Medicine and Cytology, University Hospital of Split. Clinical data and
results of morphologic and digital FP analysis were collected from the digital medical records

of the Department.

RESULTS: Out of 11 210 patients, 794 (7,1%) cases were reported as epithelial cell
abnormality, according to Bethesda classification. 92.2% of the samples were diagnosed with
intraepithelial squamous lesion. The most common cytological diagnosis was LSIL (47.1%),
followed by ASCUS (34.5%), HSIL (13%) and AGC (5%). The median age was 39 years and
the highest prevalence of high grade lesions was recorded in the age group of 31 to 40 years.
There was a statistically significant correlation between Bethesda category and age of the
patients (p<0,001) as well as FP digital analysis (p=0,054). HSIL were reported in 1,4%
patients with a previously negative conventional Pap smears. 45% of patients had persistent
cytological abnormalities at the first citologic follow up and 10% at the second follow up.
Histopathologic evaluation was made on 255 (32,1%) patients. High grade lesions were

identified by histology in 67,8% of cases, and 88,7% at second biopsy or surcigal material.

CONCLUSION: The SurePath LBC technology has brought many benefits in the field of
cervical screening, reducing the rate of unsatisfactory samples, offering optimal preservation
of cellular material, cleaner background, posibility of digital screening and HPV co-testing or
ancillary testing. The improved and early detaction of intraepithelial lesions minimise the risk

of missing cases leading to early detection and treatment of cervical lesions.
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