LIQUID BASED CYTOLOGY V SKRININGU RAKOVINY KRCKA MATERNICE

Liquid Based Cytology (LBC) in cervical cancer screening started to be used in early 90’s of last century. Its aim was to
minimalize the inadequacies of conventional cytology. Until now, the world developed a number of large studies, which dealt
with comparing of those two methodologies. Their conclusions were different, but all noted that the sensitivity and specific-
ity of both methods were approximately equal. Advantages of LBC proved to be the reduced number of non - representative
smears, the possibility to use the same material to investigate the presence of HPV, chlamydias, prognostic biological mark-
ers such as p16, L1, Ki 67 and the possibility to used so called computer-assisted screening. Since September of this year we
have started to use this methodology in labs of MEDIREX GROUP.
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Uvod

Cytologicky skrining rakoviny kréka maternice predstavu-
je jedno z najuspesnejSich opatreni v oblasti sekundarnej pre-
vencie tohto ochorenia v histdrii mediciny. Konvencéna cytoldgia
v diagnostike rakoviny kréka maternice sa pouziva viac-me-
nej bez vacsich zmien od 40-tych rokov minulého storoCia.
Tuto diagnosticki metddu prvykrat predniesol Dr. Georgios Pa-
panikolaou na lekarskej konferencii v Battle Creek v State Mi-
chigan v roku 1928, ale az praca gynekoldga Herberta Trau-
ta ,Diagnosis of Uterine Cancer by the Vaginal Smear* v roku
1943 odstartovala praktické vyuZitie tejto metodiky. Podla tvor-
cu tejto myslienky sa vSak nadalej pouziva termin PAP test ale-
bo PAP smear. Pri jeho spravnej aplikacii je mozné redukovat
incidenciu cerviklneho karcindmu az o 80%!" a Umrtie na to-
to ochorenie 0 99%?. Rakovina kréka maternice na Slovensku
predstavuje zavazny medicinsky aj socialno-spolo¢ensky prob-
Iém. Ide o druhé najCastejSie nadorové ochorenie u zien s inci-
denciou priblizne 500 novych pripadov za rok a imrtnostou 200
az 220 zien za rok. Tieto zIé Cisla st spdsobené nizkou Ucastou
Zien na cytologickom skriningu tohto ochorenia, a to i napriek je-
ho uZ jestvujuceho legislativneho ako i organizaéného zabezpe-
&enia®. Ulohou cytologického skriningu je prave zachytit véas-
né Stadia rakoviny krcka maternice, ktoré predstavuju jednotlivé
stupne dysplazie alebo tzv. intraepitelovych neoplazii, a tak vy-
razne redukovat pocet pokro€ilych a nevyliecitefnych tadii tohto
ochorenia. Schopnost zachytu prekanceréznych I€zii (senzitivi-
ta) pri jednorazovom konvenénom cytologickom vy3etreni je oko-
lo 72%, Specificita (stupen dysplazie, resp. typ karcindmu) je
okolo 94 %. Opakovania vySetrenia zvySuju tuto hranicu len ob-
medzene, kedze inherentné nedostatky tohto vySetrenia zosta-
vaju nezmenené (zavislost kvality cytologického vySetrenia od
kvality steru, spravneho prenesenia materialu z odberového na-
stroja na sklicko, zachyt endocervikélnych 1ézii). FaloSne ne-
gativne nalezy v steroch vySetrovanych pomocou konvencnej
cytoldgie su asi z dvoch tretin zapri¢inené chybami v technike
odberu alebo zlou fixaciou. Zostavajlca tretina faloSne nega-
tivnych néterov je spdsobena chybami v laboratdrnom skrinin-
gu. Nové metddy priniesli rozvoj aj v tejto oblasti a vysledkom je

Tabufka 1.

Liquid Based Cytology (LBC), ktora sa UspeSne pouZziva vo sve-
te od polovice 90-tych rokov minulého storoCia. Bola vyvinuta
prave s ciefom minimalizacie problémov spojenych s konvené-
nou cytoldgiou.

Materialy a metédy

Co vlastne LBC je, aké vyhody mé oproti konvenénej cytold-
gii a aké su nade prvé skusenosti s touto metédou v nasom la-
boratdriu.

Liquid Based Cytology alebo tiez tenkovrstvova cytoldgia
predstavuje novu technoldgiu, v ktorej sa bunky odobraté z kr¢-
ka maternice pomocou plastickej Spachtle a endocervikalneho
brushu ihned ulozia do tekutého média (na baze etanolu ale-
bo metanolu) v Specialnej nadobke tzv. vialke. Tym sa zabez-
peci ich fixacia a zabrani sa ich mechanickému poSkodeniu.
Takto ulozené bunky mozno uchovavat pri izbovej teplote po do-
bu 5-tich az 6-tich tyzdiov. Podra toho, akym spdsobom sa bun-
ky z vidlky dostanu na sklicko preparatu, existuju dva systémy.
Prvy pouziva filtraciu s vyuzitim podtlaku a rotacie a vold sa
ThinPrep, druhy vyuziva gravitaéni sedimentaciu a vold sa
SurePath. Obidva systémy koncentruju epitelidine bunky, od-
defuju ich od krvi, hlienu, zapalovych buniek a inych neziadu-
cich primesi, ktoré stazuji mikroskopické hodnotenie. Bunky
su nasledne ulozené v tenkej vrstve na sklicko na okrdahlom po-
li s priemerom 20mm (ThinPrep) alebo 13mm (SurePath). Ce-
ly proces separdcie buniek, ich transport cez polykarbonétovu
filtraGni membranu a umiestnenie na sklicko preparatu automa-
ticky riadi procesor a jeho vysledkom je preparat, ktory sa vo
farbiacom automate farbi ako konvenény cytologicky nater pod-
fa Papanicolaoua alebo sa pouzije na imunocytochemicku de-
tekciu expresie onkoproteinov, resp. prognostickych biomarke-
rov (p16, L1, Ki67). Metddou LBC mézeme jednym vySetrenim
analyzovat priblizne 50000 az 75 000 buniek, ¢o je menej ako pri
konvenénom cytologickom natere, kde je pritomnych od 50000
az do 300000 a viac buniek.

Zakladna cytomorfolégia LBC je v zasade podobna konvené-
nému PAP steru. V tabufke 1 su uvedené rozdiely medzi kon-
venénym PAS sterom a LCB®:

Konvengny PAP ster

Liquid Based Cytology

* bunky nie st randomizovane distribuované
o pritomné st hrubé a tenké oblasti

* bunky st rozlozené po celom sklicku

o pritomné su artefakty spdsobené vzduchom resp. vysuSenim

bunky s distribuované randomizovane

bunky s rozlozené v tenkej vrstve

bunky st koncentrované do malej arey

iny typ artefaktov ako napr. rozruSenie okrajov




Aj samotné bunky v LBC vykazuju ur€ité odliSnosti oproti kon-
venénému PAP steru®, a to:
bunky si zachovavaju v tekutine okruhly tvar
ich jadra sa farbia menej intenzivne
jadierka su napadnejsie
bunky su disagregované (viac samostatnych buniek)
nie su pritomné sterové zhluky
zhluky tvorené bunkami su tazSie hodnotite/né
abnormalne bunky su pritomné v menSom pocte, ale na ¢is-
tom pozadi su fah3ie viditelné

Senzitivita LBC sa pohybuje od 61 % do 66 % , Specificita od
82% do 91% . Niektoré, ale nie vietky Stdie opisuju zvySenie
senzitivity pri léziach typu ASCUS alebo LSIL, pri [ézidch typu
HSIL je priblizne rovnaka ako v konvenénom PAP stere. LBC zni-
Zuje vyskyt nereprezentativnych sterov z 4,1 % na 2,6 %©. Cyto-
logicky preparat ziskany LBC poskytuje jasny a Cisty obraz bu-
niek, a tym aj presnejSiu interpretaciu vysledku.

LBC umoznuje vySetrit pritomné dysplastické bunky imu-
nocytochemickymi metédami na pritomnost onkoproteinu p16,
ktorého zvySena expresia v skorom Stadiu transformécie je
idedlnym biomarkerom HPV transformovanych buniek. Spo-
lu s imunocytochemickym vySetrenim kapsidového proteinu
HPV L1 umoziuje stanovif pravdepodobnost progresie ocho-
renia (karcinogenézy). Daju sa vySetrif aj iné biomarkery ako
Ki67, PCNA a iné.

Obrazok 1. Konvencny cervikélny nater

LBC umoziuje z jednej vzorky vySetrit HR HPV metddou
HCII, pritomnost chlamydii metédou PCR a inych Zivych agens.

LBC mozno spojit s tzv. pocitacom asistovanym skriningom,
ktory urychluje a skvalitriuje diagnosticky proces, eliminuje chy-
by vzniknuté fudskym faktorom (Uinava, nepozornost a pod.).

V st¢asnosti mozno konstatovat, ze LBC sa stala minimalne
rovnocennou metodikou voci konvenénému PAP steru. Dokazom
toho je prudky narast vyuzivania LBC v skriningu rakoviny krcka
maternice v USA, Vefkej Britanii, Skétsku, Franctizsku, Svédsku,
Nemecku, ako aj v Australii. V USA tuto metédu vyuziva az 80 %
gynekolégov. Validitu LBC, konkrétne ThinPrep, potvrdil a schva-
lil aj americky Urad pre potraviny a lieky (FDA).

Zavadzanie modernych technoldgii a techniky v laboratérnej
diagnostike je jednou z hlavnych charakteristik spolo¢nosti ME-
DIREX GROUP. Preto sme zaciatkom jula tohto roka pristdpi-
li k pilotnému testovaniu tejto metodiky v nasich podmienkach.
Testovali sme dva pristroje, kazdy pracoval na inom principe
(ThinPrep a Surepath, vid vy3Sie). Po dokladnej analyze sme sa
rozhodli pre ThinPrep. Od jula 2010 az do aprila 2011 sme touto
metddou vysetrili celkovo 6470 Zien.

V tabufke 2 su zachytené pocty a percentudlne zastipenie
vySetreni priradené k jednotlivym diagnostickym zaradeniam
podla Bethesda systému.

Z tabulky vyplyva, ze percentudlne zastupenie jednotlivych
stupfiov dysplazie je v zasade rovnaké ako pri konvenénom

Obrazok 3. Imunocytochemické farbenie na p16
A

Obrazok 4. Imunocytochemické farbenie na Ki67




Tabulka 2.

Diagnéza Popis Pocet V%
C53 Zhubny nédor kréka maternice 1 0,02
N86 Erdzia a ektropium kréka maternice 5617 86,82
N87.0 L’ahkd cervikélna dysplazia 311 4,81
N87.1 Strednd cervikalna dysplazia 83 1,28
N87.2 Tazka cervikélna dysplazia, nezatriedena inde 14 0,22
N87.9 NesSpecifikovana dysplazia krécka maternice 443 6,85

PAP stere. Validitu naSich vysledkov budeme mdct vyhodno-
tit az porovnanim s bioptickymi vySetreniami (u dysplazii CIN 2
a vy$Sich), ¢o je naSou Ulohou do buducnosti.

Diskusia

Vo svete vzniklo vela Studii, ktoré si dali za ciel odpovedat na
otazku, ¢o je lepSie: konvencny PAP ster alebo Liquid Based Cy-
tology? Boli to randomizované Studie na desiatkach tisic zien, vy-
konané renomovanymi gynekolégmi a cytoldgmi, resp. patoldg-
mi zo zépadnej Eurdpy i USA. Treba skonstatovat, Zze odpovede
boli nejednoznacné - od zéporného stanoviska k LBC az po je-
ho jednoznaéné uprednostnenie. V senzitivite a Specificite LBC
vyraznej$im spdsobom nenahradza konvenény PAP ster. LBC je
ekonomicky voci zdravotnym poistovniam nakladnejSia a spra-
vidla musia na nej finanéne participovat i pacientky. Dalej viak
uz prevazuju iba benefity: 1. LBC znizuje percento nereprezen-
tativnych néterov, ¢o uvitaju najma pacientky, pretoze sa nemu-
sia podrobif opakovanému vySetreniu. 2. Z jedného vySetrenia
(vialky) mozno urobit dalSie molekularne vySetrenia ako dokaz
HR HPV, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a i.
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Na Slovensku ma v si¢asnosti kazda zena moznost slobod-
ne sa rozhodnut, akym spésobom absolvuje cytologicky skrining
kréka maternice. VSetky potrebné informacie moze ziskat u svoj-
ho gynekoldga alebo na webovej stranke www.cytologia.sk.
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