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Povzetek

Evropske smernice za zagotavljanje kakovosti v presejanju za raka materni¢nega vratu (RMV) iz leta
2015 so drzavam c¢lanicam Evropske zveze nalozile, naj proucijo moZnost spremembe presejalne poli-
tike v organiziranih presejalnih programih za raka maternic¢nega vratu. Pri Zenskah, starejsih od 35 let
in cepljenih proti okuzbi s HPV, naj bi namesto citoloskega pregleda brisa maternicnega vratu (BMV)
uporabljal test HPV in refleksno triaZo pri HPV pozitivnih Zenskah. V Sloveniji z obstojeco tehnologijo,
ki jo uporabljamo v drzavnem programu za zgodnje odkrivanje predrakavih sprememb maternicnega
vratu (DP ZORA), ta sprememba zaenkrat ni mogoca. Zato smo v DP ZORA leta 2016 pripravili strokovno
sre€anje z naslovom »Sodobne resitve v presejanju za RMV«, da bi ginekologe, patologe, presejalce in
druge, ki sodelujejo v DP ZORA, seznanil z novostmi na podrocju primarnega HPV presejanja, triazo
HPV pozitivnih Zensk in s pomenom tekocinske citologije (TC). Ker smo se v DP ZORA zavedali, da bo
brez lastnih izkuSenj tezko sprejemati odlocitve o spremembah presejanja za RMV, smo priceli razmis-
liati o idejni zasnovi Studije, s katero bi pridobili lastne izkusnje na podrocju primarnega HPV preseja-
nja, triaze HPV pozitivnih Zensk in TC, ki je predpogoj za uvajanje primarnega HPV presejanja in reflek-
sne triaze HPV pozitivnih Zensk. Priprave na Studijo so potekale 2 leti. V tem ¢asu smo pripravljali pro-
tokole za Studijo in se pogovorili s proizvajalci tekoCinske tehnologije, ki bi bili pripravljeni sodelovati v
Studiji. Odlocili smo se, da bo Studija potekala v dveh delih. Namen prvega dela Studije je bila pripraviti
ucne zbirke preparatov za ucenje TC in usposobiti slovenske presejalce in citopatologe za ocenjevanje
preparatov TC. Namen drugega dela pa je bil testirati, kateri od Stirih komercialnih transportnih medi-
jev (SurePath, ThinPrep, Novaprep® HQ+ in LBC medium Roche) je najprimernejsi za triazo HPV+ Zensk.
Prvi del studije »Pilotna raziskava za umestitev TC v drZavni presejalni program za zgodnje odkrivanje
predrakavih sprememb materni¢nega vratu ZORA« se je pricel septembra 2019 z uvodno mikroskop-
sko delavnico »Diagnostika predrakavih in rakavih sprememb na materni¢nem vratu v vzorcih TC «.
Delavnico sta vodila priznana strokovnjaka iz Zdruzenih drzav Amerike prof. Cristopher VandenBussche
iz Johns Hopkins University School of Medicine in prof. Michael J. Thrall iz Houston Methodist Hospital.
Na delavnici so slovenski presejalci in citopatologi dobili prve izkuSnje z ocenjevanjem preparatov gi-
nekoloske TC. V zacetku leta 2020 so se priceli zbirati vzorci v transportni medij SurePath. Zaradi epi-
demije COVID-19 se je v marcu zbiranje vzorcev povsem ustavilo, kasneje pa je po ponovnem zacetku
zbiranja zaradi tezkih razmer v slovenskih bolnisnicah potekalo zelo pocasi. Kljub temu smo v DP ZORA
v prvi polovici 2021 uspeli organizirati delavnico za ocenjevanje preparatov TC SurePath, ki jo je vodila
Anneke van Driel iz Nizozemske. Teoreti¢ni del delavnice je potekal preko spleta, prakti¢ni del pa v Zivo
v Sloveniji z mikroskopiranjem preparatov TC SurePath. Poleti 2021 se je zakljucilo zbiranje vzorcev v
transportni medij SurePath. V DP ZORA smo organizirali ocenjevanje preparatov TC SurePath v sloven-
skih citoloskih laboratorijih, ki za DP ZORA pregledujejo BMV. Ker je zaradi epidemije COVID 19 zbiranje
vzorcev TC potekalo zelo pocasi, smo se v DP ZORA odlocili, da je treba Studijo pospesiti, zato se je v
marcu 2021 pricelo zbiranje vzorcev v transportni medij ThinPrep. Med potekom raziskave sta dva
proizvajalca odstopila od raziskave, zato je bila sprejeta odlocitev, da bomo Studijo izvedli v skladu s
protokolom le z dvema transportnima medijema, SurePath (BD) In ThinPrep (Hologic). Pricakujemo,
da bo prvi del studije zaklju¢en do konca leta 2022, ko predvidevamo tudi zacetek drugega dela studije.

Kljucne besede: presejanje RMV, program ZORA, tekocinska citologija (TC), pilotna raziskava
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Uvod

Odkritje, da je okuzba z visoko tveganim genotipom
HPV nujen predpogoj za nastanek RMV, je omogocilo
razvoj Stevilnih molekularnih testov, ki temeljijo na
dolocdanju prisotnosti DNA/RNA HPV v BMV (1). Iz-
sledki randomiziranih klini¢nih poskusov in metaan-
liz, ki so pokazali, da je test HPV bolj obcutljiv za od-
krivanje CIN2+ v primerjavi s citologijo (2, 3), so vodili
v nova priporocila (4). Tako Evropske smernice za za-
gotavljanje kakovosti v presejanju za RMV (angl.
European guidelines for quality assurance in cervical
cancer screening) drzavam ¢lanicam Evropske zveze
predlagajo, da proucijo moznost spremembe prese-
jalne politike v organiziranih presejalnih programih
za RMV. Pri Zenskah, starejSih od 35 let in cepljenih
proti okuzbi s HPV, naj bi namesto citoloskega pre-
gleda BMV uporabljali test HPV. Svetujejo refleksno
testiranje, kar pomeni, da se iz enega vzorca naredi
presejalni HPV-test in triazni test (citologijo, dvojno
p16/Ki-67 imunocitokemic¢no barvanje (ICK), genoti-
pizacijo HPV16 in HPV18 ali kak drug obetaven mole-
kularni test) (4). Tega v Sloveniji z obstojeco tehnolo-
gijo, ki jo uporabljamo v drzavnem programu za
zgodnje odkrivanje predrakavih sprememb mater-
ni¢nega vratu (DP ZORA), zaenkrat ni mogoce nare-
diti.

V Sloveniji $e vedno uporabljamo konvencionalno ci-
tologijo. Za uvajanje TC do sedaj ni bilo potrebe, saj
smo s konvencionalno citologijo dosegali odli¢ne re-
zultate. Zaradi novih smernic in vstopa prvih genera-
cij deklic, cepljenih proti HPV v program ZORA, se
tudi v Sloveniji pripravljamo na spremembo prese-
jalne politike za odkrivanje RMV in uvedbo primar-
nega presejanja s testom HPV pri izbranih skupinah
zensk, pri ¢emer je predpogoj uvedba TC, ki omogoca
refleksno testiranje, kjer iz enega vzorca naredimo
presejalni test in enega ali vec triaznih testov.

Tehnologija TC se je razvila, ker ima konvencionalna
citologija nekatere omejitve. Pri TC se celice po od-
vzemu BMV namesto na steklo prenesejo v tekocin-
ski medij. Po svoji sestavi je medij fiksativ, ki ohrani
morfoloske, antigenske in molekularne lastnosti ce-
lic. Celice, suspendirane v mediju, se nato z metodo
filtracije ali sedimentacije v posebnem aparatu nane-
sejo na stekelca in pobarvajo po metodi Papanicolau.
Najpogosteje uporabljena medija pri metodi TC sta
ThinPrep (Hologic, Marlborough, MA, ZDA) in BD Su-
rePath™ (BD, Franklin Lakes, NJ, ZDA). Na trzis¢u sta
dostopna $e medija Roche Cell collection medium
podjetja Roche (Basel, Svica) ter NOVAprep podjetja
Novacyt (Vélizy-Villacoublay, Francija), ki je sedaj v
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lasti Palex Medical (Barcelona, Spanija). Ceprav upo-
raba TC zmanjsa Stevilo neuporabnih vzorcev, nima
vecjega ucinka na obdutljivost in specificnost testa.
Nizka obcutljivost je tako Se vedno glavna omejitev
tako konvencionalne kot TC (5). Dodatna omejitev je
slaba ponovljivost rezultatov, ki je posledica razlik v
ocenjevanju morfoloskih lastnosti celic v preparatih,
tako med laboratoriji kot med ocenjevalci. Zato se
obcutljivost in specifi¢nost citologije pomembno raz-
likujeta med razlicnimi laboratoriji in med ocenje-
valci (6).

Ocenjevanje preparatov, narejenih iz tekocinskih
vzorcev, je specifino, saj se morfoloske znacilnosti
celic v preparatih TC in pri konvencionalni citologiji,
ki jo uporabljamo v Sloveniji, razlikujejo. Zato je slo-
venske presejalce in citopatologe nujno izSolati za
ocenjevanje preparatov, narejenih iz tekocinskega
vzorca. Izkusnje iz tujine kaZejo, da se ob prehodu na
TC lahko zmanjsata tako obcutljivost kot predvsem
specifiénost, Se posebej, ¢e so bili rezultati konvenci-
onalne citologije zelo dobri. Z uvedbo TC v Slovenijo
in v DP ZORA se obcutljivost in specificnost citologije
za odkrivanje CIN2+ ne smeta zmanjsati, saj bi s tem
ogrozili zdravje slovenskih Zensk in dobre rezultate
DP ZORA. Zato smo pripravili pilotno studijo, s katero
Zelimo TC varno umestiti v vse citopatoloske labora-
torije, ki sodelujejo v DP ZORA. Poleg tega se priprav-
ljamo tudi na nadaljevanje Studije, ker se Zelimo sez-
naniti z validiranimi molekularnimi testi, primernimi
za primarno HPV- presejanje in opredeliti triazo HPV-
pozitivnih Zensk, ki bi bila najbolj primerna za sloven-
ske razmere.

Priprave na Studijo

V Evropskih smernicah za zagotavljanje kakovosti v
presejanju za RMV leta 2015 (4), so drzavam c¢lani-
cam Evropske zveze priporocili, naj preucijo moznost
za zamenjavo citoloskega presejalnega testa (PAP-
test) za odkrivanje RMV, z bolj ucinkovitim testom
HPV. Takrat smo tudi v DP ZORA ugotovili, da se
bomo morali v naslednjih nekaj letih odlocati o po-
membnih spremembah presejalne sheme, kar bo po-
vezano s spremembami v organizaciji dela izvajalcev
in s spremenjenimi stroski programa. Vzrok za spre-
membe so nova spoznanja in razvoj tehnologije na
podrocju okuzb s HPV, pa tudi vstop cepljenih gene-
racij deklic v presejalni program.

Zato smo na DP ZORA na pobudo dr. Urske Ivanus in
prof. dr. Maria Poljaka, Ze konec poletja 2016 pripra-
vil strokovno srecanje »Sodobne resitve v presejanju
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Slika 1. Predstavitev testa Xpert HPV (Cepheid) na
delavnici »Sodobne resitve v presejanju za raka na
materni¢nem vratu«.

za raka na materni¢nem vratu, ki je potekalo na On-
koloSkem institutu Ljubljana (Slika 1). Namen sreca-
nja je bil ginekologe, patologe, presejalce in druge, ki
sodelujejo v DP ZORA, seznaniti z novostmi na podro-
¢ju primarnega HPV presejanja, triaze HPV pozitivnih
zensk in s pomenom TC. Na srecanje smo povabili
Stevilne proizvajalce validiranih testov HPV, testa
p16/Ki-67 in TC, da so predstavili svoje resitve za pre-
sejanje za RMV (7).

Avstralija in Nizozemska sta bili prvi drZavi, ki sta za
presejanje za RMV leta 2017 namesto citologije pri-
Celi uporabljati test HPV. V obeh drzavah so se na
spremembo presejalne politike pripravljali dalj ¢asa.
Opravili so Stevilne Studije, da bi ugotovili, kaksna
presejalna politika bi bila najucinkovitej$a za zmanj-
Sevanje bremena RMV in hkrati tudi stroSkovno
vzdrina. Ceprav se iz izkuenj drzav, ki so v presejalne
programe Ze uvedle primarno HPV presejanje, lahko
veliko naucimo, pa je presejanje za RMV v vsaki dr-
Zavi specificno. Zato v drzavah Evropske zveze kjer se
pripravljajo na primarno HPV presejanje, potekajo
Studije, s katerimi Zelijo drZzave ugotoviti, kateri pre-
sejalni testi HPV in kakSna triaza HPV pozitivnih Zensk
bi bili najucinkovitejsi za njihovo drzavo. Tudi v DP
ZORA smo se zavedali, da bomo brez lastnih izkusenj
tezko sprejemali odlocitve o spremembi presejalne
politike za RMV. Zato smo doc. dr. UrSka Ivanus (se-
danja vodja DP ZORA), prof. dr. Mario Poljak in prof.
dr. Veronika Kloboves Prevodnik, (¢lana molekularne
skupine pri DP ZORA), skupaj z Anjo Ostrbenk Valen-
¢ak in mlado raziskovalko Jernejo Kos priceli razmis-
lijati o idejni zasnovi Studije, s katero bi pridobili
lastne izkusnje na podrocju primarnega HPV-preseja-
nja, triaze HPV pozitivnih Zensk in TC, ki je predpogoj
za uvajanje primarnega HPV-presejanja in refleksne
triaze HPV pozitivnih Zensk. Zavedali smo se, da bo
Studija velik financni zalogaj, zato smo k sodelovanju
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v Studiji povabili vodilne proizvajalce na podrocju av-
tomatiziranega presejanja za RMV s testi HPV in TC.
Pripravili smo idejno zasnovo Studije in k sodelovanju
povabili Stiri proizvajalce: Hologic, Becton Dickenson
(BD), Roche ter Novacyt, ki je sedaj v lasti Palex Me-
dical. Pogovori s proizvajalci so potekali od spomladi
2018 do jeseni 2019.

Idejna zasnova Studije, ki je bila podlaga za pogovore
s proizvajalci, je imela dva dela. Namen prvega dela
je bil pripraviti u¢no zbirko preparatov za uéenje TC
in usposobiti slovenske presejalce in citopatologe za
ocenjevanje preparatov TC. Namen drugega pa je bil
testiranje primernosti Stirih komercialnih transport-
nih medijev (SurePath, ThinPrep, Novaprep® HQ+ in
LBC medium Roche) za triazo HPV+ Zensk. Znacilnosti
in dosezke presejalnega programa ZORA ter idejno
zasnovo Studije smo predstavili proizvajalcem, da bi
jih pridobili za sodelovanje v Studiji. Z vsemi proizva-
jalci smo imeli ve€ zahtevnih in tezkih pogovorov, da
smo uskladili zasnovo Studije. Dogovorili smo se, da
sta predpogoja za sodelovanje v Studiji lasten teko-
¢inski medij in aparat za pripravo vzorcev TC, ki ga bo
za potrebe Studije potrebno instalirati na Onkolo-
Skem institutu Ljubljana. Po uspes$nih pogovorih so
se proizvajalci zavezali, da bodo Studijo financno
podprli s potrebnimi reagenti, aparati in u¢nimi de-
lavnicami. Dogovorili smo se, da bo Studija v skladu z
njeno idejno zasnovo potekala v dveh delih in da je
pogoj za zaCetek drugega dela uspesno zakljucen prvi
del.

Po dogovoru s proizvajalci smo za prvi del Studije pri-
pravili vlogo za Komisijo Republike Slovenije za me-
dicinsko etiko (KME), ki jo je pregledal in odobril stro-
kovni svet DP ZORA. Za vodjo Studije je bila imeno-
vana Veronika Kloboves Prevodnik. KME je ocenila,
da je raziskava z naslovom »Pilotna raziskava za ume-
stitev TC v drzavni presejalni program za zgodnje od-
krivanje predrakavih sprememb materni¢nega vratu
ZORA« eti¢no sprejemljiva in za njeno izvedbo 16. ju-
lija 2019 (3t. 0120-329/2019/8) izdala svoje soglasje.
Po izdanem soglasju KME je Onkoloski institut Lju-
bljana (OIL), ki je nosilec DP ZORA, s proizvajalci pod-
pisal pogodbe o sodelovanju v studiji. Sodelujocim v
DP ZORA smo Studijo predstavili na razli¢nih strokov-
nih srecanjih: i) Mikroskopska delavnica ginekoloske
TC, 17. september 2019, ii) Sestanek za ginekologe,
30. september 2019, iii) Izobrazevalni dan programa
ZORA, 12. november 2019. Pred zacetkom Studije in
tudi med njenim izvajanjem smo organizirali Stevilna
kratka izobraZevanja za vse sodelujoce v Studiji, da bi
zagotovili njen optimalen potek in dobre rezultate.



Zbornik predavanj, 11. izobraZevalni dan programa ZORA —ZORA 2021

Cilji in povzetek protokola prvega dela studije »Pi-
lotna raziskava za umestitev TC v Drzavni presejalni
program za zgodnje odkrivanje predrakavih spre-
memb maternicnega vratu ZORA«

V prvem delu studije smo si zastavili naslednje cilje:
ugotoviti, kateri transportni mediji in aparati za
pripravo tekocinskih citoloskih vzorcev so naj-
primernejsi za pripravo vzorcev za TC in obenem
najbolje prilagojeni slovenskim razmeram in
znacilnostim presejalnega programa z vidika
kompleksnosti in ¢asa priprave vzorcev, sledlji-
vosti in strosSkov preiskave;

pridobiti prve izkusnje z ginekoloSko TC v Slove-
niji;

izdelati nacionalno u¢no zbirko preparatov kon-
vencionalne in TC za citolosko oceno (vsaka Zen-
ska ima konvencionalni bris in preparat TC);
usposobiti slovenske presejalce in citopatologe
za zanesljivo ocenjevanje preparatov ginekolo-
Ske citopatologije, pripravljene iz tekocinskih
vzorcev;

pripraviti preparate za validacijo dvojnega
p16/Ki-67 ICK barvanja iz vzorcev, shranjenih v
razlicnih transportnih medijih.

V studijo smo Zeleli vkljucili 1.200 Zensk, od tega 800
zensk, ki bodo v skladu s slovenskimi smernicami na-
potene na kolposkopijo in 400 Zensk, ki bodo v skladu
s smernicami prisle na presejalni pregled ZORA. Gi-
nekolog naj bi vsaki Zenski, ki bo prostovoljno pristala

na sodelovanje v raziskavi, odvzel dva BMV, enega za
klasi¢no citologijo in drugega za TC. Nacrtovali smo,
da bomo v Studijo vkljucili stiri transportne medije
ThinPrep (Hologic), BD SurePath™ (BD), Roche Cell
collection medium (Roche) ter NOVAprep (Novacyt,
ki je sedaj v lasti Palex Medical). Za vsako vrsto me-
dija naj bi pridobili 300 vzorcev (Slika 2). 1z vzorca TC
bi nato pripravili en preparat z ustreznim aparatom
za pripravo vzorcev TC za citoloSko oceno in enega za
validacijo dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja. Preosta-
nek vzorca bi razdelili na manjse dele (alikvotirali) in
jih shranili na -70°C za nadaljnje raziskave. Vse Zen-
ske, vklju€ene v raziskavo, so pred tem podpisale Iz-
javo o zavestni in svobodni privolitvi za sodelovanje
v raziskavi po pojasnilu (8).

K ocenjevanju vzorcev TC smo povabili vse presejalce
in citopatologe, ki sodelujejo v DP ZORA. Pred zacet-
kom ocenjevanja preparatov bo na sedezu DP ZORA
organizirano sSolanje za oceno preparatov TC (Slika
3). Preparate TC bodo ocenjevali na enak nacin kot
konvencionalne BMV. Imeli bodo podatke o starosti
Zenske, menstruacijskem ciklusu in razlogih za od-
vzem BMV. Po zakljuéenem ocenjevanju bomo za vse
ocenjevalce preverili skladnost citoloskih ocen med
ocenjevalci in laboratoriji ter ocenili zanesljivost
testa za detekcijo CIN2+. Zenske bodo na nadaljnjo
obravnavo napotene v skladu s smernicami, obrav-
nava Zensk se zaradi raziskave ne bo spremenila.
Ocenjevanje preparatov TC bo potekalo v vseh cito-
patoloskih laboratorijih, ki so vkljuceni v DP ZORA (8).

Protokol 1. dela raziskave

Zora

Drzawni program zgodnjeda odkrivanja
predrakavih sprememts
materniénega vratu

1200 ZENSK (800 #ensk napotenih na kolposkopijo & 400 Zensk iz presejalne populacije)

Uéna zbirka (300 vzorcev)
= 200 Zensk napotenih na kolposkopijo
= 100 iensk iz presejainega programa

Uéna zbirka (300 wzorcev)
= 200 Fensk napotenih na kolposkopijo
= 100 Fensk iz presejalnega programa

2 BMV:
1x klasien razmaz

2 BMV:
1x klasicen razmaz

1x tekotinska citologija (A) 1x tekotinska citologija (B)

UEna zbirka (300 vzorcev)
= 200 fensk napotenih na kolposkopijo
= 100 fensk iz pressjalnega programa

Uéna zbirka (300 vzorcev)
= 200 Zensk napotenh na kolposkopijo
= 100 fensk iz presejainega programa

2 BMV:
1x klasien razmaz

2 BMV:
1x klasiten razmaz

- 1x tekotinska citologija (D)

1x tekotinska dtologija (C)

Obravnava Zensk v skladu s smernicami!

Slika 2. Shematski prikaz poteka prvega dela Studije.
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Delavnica

1 Denjevanje

(150 preparatov)

Ucenje tekocinske citologije

Dialawnica

2.0cenjevanje
[150 preparatov)

Analiza
rezultatov

Slika 3. Shematski prikaz ocenjevanja preparatov TC.

Uvodni teoreti¢ni in prakti¢ni delavnici bo sledilo
pregledovanje prvih 150 preparatov TC. Preparate
bodo pregledali vsi presejalci in citopatologi, ki sode-
lujejo v DP ZORA. Sledila bo analiza rezultatov oce-
njevanja, ki bo sluzila za pripravo nadaljevalne delav-
nice, kjer si bodo presejalciin citopatologi lahko ogle-
dali preparate, s katerimi so imeli v prvem ocenjeva-
nju najvec tezav. Sledilo bo ocenjevanje drugih 150
preparatov in analiza rezultatov.

Cilji in predlog protokola drugega dela studije

Za drugi del Studije smo si zastavili naslednje cilje:
ugotoviti zanesljivost citologije, p16/Ki-67 dvoj-
nega ICK barvanja, HPV testiranja z genotipiza-
cijo in DNA metilacije za triazo HPV pozitivnih
Zensk in Zensk mlajsih od 35 let v razli¢nih ko-
mercialnih transportnih medijih;

ugotoviti kateri HPV test in sistem za izdelavo
preparatov TC je uporabniku najbolj prijazen z
vidika avtomatizacije, enostavnosti priprave
vzorcev, sledljivosti in stroskov preiskave;
ugotoviti ali je moZnaizvedba testa metilacije na
ostankih vzorca za vse testirane tekocinske me-
dije (zadosten volumen).

V drugi del Studije smo Zeleli vkljuciti 3.900 Zensk, od
tega 900 Zensk, ki bodo v skladu s slovenskimi smer-
nicami napotene na kolposkopijo, in 3.000 Zensk, ki
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bodo v skladu s smernicami prisle na presejalni pre-
gled ZORA. Ginekolog bo vsaki Zenski, ki bo prosto-
voljno pristala na sodelovanje v raziskavi, odvzel dva
BMV za TC, enega v testni medij in drugega v kon-
trolni medij. Nacrtovali smo, da bomo v Studijo vklju-
Cili stiri transportne medije ThinPrep (Hologic), BD
SurePath™ (BD), Roche Cell collection medium (Ro-
che) ter NOVAprep (Novacyt, ki je sedej v lasti Palex
Medical). Za vsako vrsto medija bomo pridobili 1.300
vzorcev, za referencéni medij pa bo vzorcev 3.900
(Slika 4). 1z vzorca TC bomo nato pripravili en prepa-
rat z ustreznim aparatom za pripravo vzorcev TC za
citolosko oceno. Preostanek vzorca bomo uporabili
za testiranje primernosti Stirih komercialnih trans-
portnih medijev za triazo HPV+ Zensk s TC, p16/Ki-67
dvojnim barvanjem, HPV genotipizacijo in DNA meti-
lacijo.

Zenske, ki bodo sodelovale v drugem delu $tudije,
bomo presejali s TC, zato njihova obravnava ne bo
potekala v skladu z veljavnimi smernicami. Odlocitev
o njihovi nadaljnji obravnavi bomo sprejeli po za-
klju¢ku prvega dela Studije, ko bo znano, kaksna je
zanesljivost ocenjevanja preparatov TC v slovenskih
citoloskih laboratorijih. Prav tako bomo Sele takrat
lahko pripravili dokon¢ni protokol drugega dela Stu-
dije in vlogo za KME.
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Protokol 2. dela raziskave

Zora

Drzauni program 2godnjega odkrivanja
predrakavih sprememb
matemiénega vratu

DRUGI DEL: 3900 ZENSK (900 Zensk napotenih na kolposkopijo & 3000 Zensk iz presejalne populacije)

Testiranje triaze
apotenih na kolposkopijo
presejalne populacije

Testiranje triaZe
-1000 3

2BMV za TC: 2 BMV za TC:

pl6/Kib
HPV testiranje z genotipizacijo
DNA metilacija

apotenih na kolposkopijo
presejalne populacije

Testiranje triaZe
: potenih na kolposkopijo
presejalne populacije

2BMV za TC:
ni medij TC (C)

TRIAZNI TESTI:

nje z genotipizacijo
DNA metilacija

Zenske NE BODO imele konvencionalnega BMV, zato obravnava Zensk
NE BO v skladu s smernicami!

Slika 4. Shematski prikaz poteka drugega dela sStudije.

Potek prvega dela Studije »Pilotna raziskava za
umestitev TC v DrZavni presejalni program za zgod-
nje odkrivanje predrakavih sprememb maternic-
nega vratu ZORA«

Za uradni zacetek prvega dela Studije Stejemo 17.
september 2019, ko je DP ZORA na Institutu za pato-
logijo Medicinske fakultete Ljubljana organiziral uvo-
dno mikroskopsko delavnico »Diagnostika predraka-
vih in rakavih sprememb na maternicnem vratu v
vzorcih TC« (9). Delavnico, ki je imela teoreticni in
prakti¢ni del, sta vodila priznana strokovnjaka iz
Zdruzenih drzav Amerike prof. Cristopher Vanden-
Bussche iz Johns Hopkins University School of Medi-
cine in prof. Michael J. Thrall iz Houston Methodist
Hospital. Namenjena je bila spoznavanju diagnostic-
nih meril za oceno patoloskih sprememb na mater-
ni¢nem vratu v vzorcih TC, shranjenih v transport-
nem mediju SurePath. Prakti¢ni del delavnice je bil
namenjen individualnemu mikroskopiranju, kjer so
slovenski presejalci in citopatologi dobili prve izkus-
nje z ocenjevanjem preparatov TC (Slika 5). Delavnica
je bila zelo uspesna, udelezenci so jo na lestvici 1-5
ocenili odli¢no, s povpre¢no oceno 4,3, in izrazili ze-
ljo, da DP ZORA organizira Se ve¢ podobnih strokov-
nih srecanj (9). Na delavnici so se udeleZenci delav-
nice seznanili tudi s »Pilotno raziskavo za umestitev
TC v DP ZORA. Studija je bila nato konec septembra
2019 predstavljena Se ginekologom, ki sodelujejo v
raziskavi in novembra na 9. IzobraZzevalnem dnevu
programa ZORA Se vsem ostalim sodelavcem DP
ZORA in drugi zainteresirani javnosti.
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Ker smo se v DP ZORA zavedali, da bo Studija organi-
zacijsko in logisti¢no izjemno zahteven projekt, smo
oblikovali oZjo raziskovalno skupino (Mojca Florjan-
Ci¢, Tine Jerman, Jerneja Kos, UrSka Ivanus, Veronika
Kloboves Prevodnik), ki skrbi za:

1. pripravo in usklajevanje protokolov Studije s

strokovnimi skupinami DP ZORA:
e protokol za obravnavo Zensk na ginekolo-
Skem pregledu opisuje:
= osnovne podatke v raziskavi;

koordinacijo dela in delitev nalog;
vkljucitvena in izklju¢itvena merila;
obravnavo Zenske v raziskavi (pred
pregledom, anketa, ginekoloski pre-
gled in odvzem vzorceyv, izpolnjevanje
obrazcev, priprava ovojnic z izpolnje-
nimi obrazci in odvzetimi vzorci);
reSevanje zapletov;
priloge k protokolu (pojasnilo o razi-
skavi, privolitev po pojasnitvi, identifi-
kacijski list, kolposkopski izvid, opom-
nik s koraki ginekoloske preiskave,
seznam vsebine ovojnice in protokol
za izmenjavo ovojnic).
protokoli za transport vzorcev opisujejo:

= transport ovojnic v ginekoloSke ambu-
lante;
transport ovojnic z vzorci TC in pripa-
dajoco dokumentacijo v citoloski labo-
ratorij na OIL in Institut za patologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani za ZD
Ljubljana;
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transport ostankov vzorcev TC na In-
Stitut za mikrobiologijo in imunologijo
().

protokol sprejema, priprave in posiljanja
vzorcev TC v citoloSkem laboratoriju opi-
suje:

sprejem vzorca;
postopanje z vzorci;
posiljanje vzorcev;
validacijo ICK doloc¢anja p16/Ki-67.
protokol ucenja ocenjevanja preparatov TC
opisuje:

= proces ucenja;
ucne delavnice za pripravo preparatov
in napotnic v prvi in drugi fazi ucenja
in organizacijo kroZenja preparatov;
ocenjevanje preparatov;
organizacijo pregledovanja BMV;
konsenz;
koncno diagnozo BMV;
odgovorne osebe.
pripravo ovojnic,
nadzor nad potekom Studije in transportom
vzorcev in preparatov TC,
organizacijo u¢nih delavnic o nacdinu odvzema
vzorcev TC za ginekologe in medicinske sestre,
organizacijo ucnih delavnic o nacinu ocenjeva-
nja vzorcev TC za presejalce in citopatologe,
organizacijo konsenza,
pripravo in urejanje projektne baze podatkov,
analizo rezultatov,
komunikacijo.

© oo

Za koordinatorja Studije je bila imenovana Mojca
Florjancic.

Transportni medij SurePath

V januarju 2020 smo priceli s pripravami na zbiranje
vzorcev v prvi transportni medij. Odlocili smo se, da
bomo vzorce najprej zbrali v transportni medij Su-
rePath (BD). K tej odlocitvi je precej prispevalo dej-
stvo, da se je aparat za pripravo teh vzorcev Ze rutin-
sko uporabljal na oddelku za citopatologijo OIL za
urine, kjer so imeli z aparatom Ze precej izkusenj. Po-
leg tega je bil to edini aparat za pripravo vzorcev TC,
ki je bil takrat na voljo v drzavi (Slika 6).

Za sodelovanje za odvzem vzorcev TC smo se dogo-
vorili z ginekologi v Zdravstvenem domu Ljubljana in
ginekologi iz Ginekoloske klinike Univerzitetnega kli-
ni¢nega centra (UKC) Ljubljana. Ginekologe in medi-
cinske sestre smo o raziskavi, protokolih za odvzem
in transport vzorcev TC seznanili na uvodnih delavni-
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Uvodna citopatoloska delavnica »Diagnostika predrakavih in rakavih
sprememb materni¢nega vratu v vzorcih tekocinske citologije«
17. september 2019

Prof Michael 1. Thrall
Houston Methodist
Hospital

Slika 5. Mikroskopska delavnica, ki jo je DP ZORA
organiziral na zacetku Studije za umestitev TC v DP
ZORA.

Slika 6. Aparat za pripravo vzorcev TC BD Totalys Sli-
dePep (BD).

cah, ki smo jih zaradi posebnosti pri odvzemu prese-
jalnih in kolposkopskih BMV organizirali za vsako
ustanovo posebej. Za odvzem vzorcev smo pripravili
300 ovojnic z obrazci in materiali za odvzem vzorca
(Slika 7). Na vsako ovojnico smo Ze vnaprej oznacili
starostno skupino Zenske in indikacijo za odvzem
BMV, ker so bile Zenske, ki smo jih Zeleli vkljuditi v
Studijo predhodno uravnotezZene po starosti in indi-
kaciji za odvzem BMV. V Studijo smo Zeleli vkljugiti
enako Stevilo Zensk starih 20-29, 30-39, 40-49 in
50-64 let. V kolposkopskih ambulantah smo v vsako
starostno skupino Zeleli vkljuéiti 2/3 Zensk z napotno
diagnozo visoke stopnje in 1/3 Zensk nizke stopnje.
UravnoteZenje Studijskih skupin po starosti in indika-
cijah za kolposkopijo je upocasnilo vkljucevanje
Zensk v studijo, vendar je bilo nujno potrebno zaradi
verodostojnosti rezultatov.

Ginekologi v Zdravstvenem domu Ljubljana so v fe-
bruarju 2020 zbrali vseh 100 vzorcev v transportnem
mediju SurePath.
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Obrazci:
+ Privolitev 2x
* Pojasnilo o preiskavi
* Anketa
+ Identifikacijski list
+ Obrazi za izvide:
*+ Citologki izvid
* Kolposkops! izvid

Seznam na
ovojnici

Materiali:
, vzorec za tekoinsko citologijo v originalnem
lonéku
endocervikalna krtatka za BMV
, transportna vredka
dodatna értna koda

» transportna 3katlica za BMV (vstavi 2)

Ze v ambulanti:

Slika 7. Vsebina ovojnice z obrazci in materiali.

Na oddelku za citopatologijo OIL smo iz vzorcev v
transportnem mediju SurePath takoj po sprejemu v
laboratorij pripravil preparate za TC z aparatom BD
Totalys SurePath (BD). Kakovost preparatov smo
sproti preverjali, da bi v primeru, ¢e ni bila primerna,
izdelali dodatne preparate. Tak nacin dela nam je
tudi omogodil, da smo lahko ginekologe opozorili na
tezave, ki so nastale zaradi ne najbolje odvzetih vzor-
cev. Na nase veliko zadovoljstvo tezav z odvzemom
vzorcev ni bilo, kakovost preparatov pa je bila zelo
dobra. Ostanke vzorcev v transportnem mediju Su-
rePath smo v skladu s protokolom Studije poslali na
IMI na Medicinski fakulteti v Ljubljani, da so jih zmrz-
nili in shranili na -70°C za kasnejse raziskave.

V marcu 2020 so ginekologi na Ginekoloski kliniki
UKC Ljubljana priceli zbirati vzorce v koposkopskih
ambulantah. Najprej so zbrali 20 vzorcev v pilotni
Studiji »Pilot 20«. Namen Pilota 20 je bila validacija
p16/Ki-67 dvojnega ICK barvanja. Posebnost tega
dela raziskave je bila, da je ginekolog iz BMV, ki ga je
odvzel za konvencionalno citologijo, naredil dva pre-
parata, enega za citologijo in enega za p16/Ki-67
dvojno ICK barvanje. V citoloskem laboratoriju so iz
vzorca v transportnem mediju SurePath prav tako
naredili 2 preparata, enega za citologijo in drugega
za pl6/Ki-67 ICK barvanje. Validacijo dvojnega
p16/Ki-67 ICK barvanja na preparatih SurePath smo
uspesno izvedli s pomocjo strokovnjakov iz podjetja
Roche. Po zakljucku pilota 20 smo nadaljevali z zbira-
njem vzorcev v skladu s protokolom Studije.

Sredi marca nas je neprijetno presenetila epidemija
COVID-19. Trinajstega marca je vlada Republike Slo-
venije razglasila epidemijo, ki ji je sledilo popolno za-
prtje drzave. Ustavljeno je bilo tudi izvajanje vseh
treh presejalnih programov za zgodnje odkrivanje
raka (ZORA, DORA, SVIT). Zato je Urska Ivanus, vodja
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DP ZORA, zacasno ustavila izvajanje prvega dela stu-
dije. Vzorci za Studijo so se ponovno priceli zbirati
Sele poleti, po koncu prvega vala epidemije. Zaradi
tezkih razmer v bolnisnicah, ki so nastale zaradi
COVID-19 in poletnih dopustov, zbiranje vzorcev ni-
kakor ni steklo tako, kot smo si zeleli. Zato smo konec
poletja k sodelovanju v raziskavi povabili Se gineko-
loge iz Univerzitetnega klinicnega centra Maribor, ki
so Studiji dali nov zagon. Tudi za ginekologe v UKC
Maribor smo organizirali delavnico za odvzem vzor-
cev, ki so jih shranili v transportni medij SurePath. Za-
radi epidemije, ki se je potegnila v zimo in pomlad v
letu 2021, se je zbiranje vzorcev v transportni medij
SurePath spet zelo upocasnilo. Na Ginekoloski kliniki
UKC Ljubljana so morali poslati 20 % medicinskih
sester in 5 % zdravnikov na COVID-oddelke. Hkrati so
bili najve¢ja COVID porodnisnica v Sloveniji, kjer se
vodijo bolnice po prebolelem COVIDU v nosec¢nosti.
Tudi v UKC Maribor je bila situacija zelo tezka, saj je
bila ginekoloska klinika spremenjena v COVID bolni-
Snico. Zato smo spomladi z ginekologi, ki so sodelo-
vali v Studiji, organizirali sestanek, da bi pospesili zbi-
ranje vzorcev in k sodelovanju povabili Se ginekologa
Luka Roskarja iz Splosne bolniSnice Murska Sobota.
Ginekolog Luka Roskar nam je v studijo pomagal
vkljuciti Stevilne Zenske iz starostnih skupin, kjer je
incidenca predrakavih sprememb na materni¢cnem
vratu nizka in pripomogel, da smo zbrali vseh 150
vzorcev, ki smo jih potrebovali za organizacijo uvo-
dne mikroskopske delavnice za uéenje ocenjevanje
preparatov TC SurePath.

Ze poleti 2019 smo se s proizvajalcem BD priceli po-
govarjati o izvedbi uvodne delavnice za pregled pre-
paratov TC SurePath, saj smo optimisti¢no predvide-
vali, da bo zbiranje vzorcev v transportni medij Su-
rePath potekalo po programu in da bomo delavnico
lahko izvedli Ze oktobra 2019. Ogledali smo si mozne
lokacije za izvedbo delavnice. Odlogili smo se, da bo
delavnica potekala v Radisson Blu Plaza hotel Lju-
bljana. Skupaj s proizvajalcem BD smo pripravili pro-
gram delavnice in udeleZzencem poslali vabilo za de-
lavnico. Zaradi slabSanja epidemioloske situacije in
drugega vala epidemije COVID-19 smo morali delav-
nico odpovedati. Ze novembra smo se priceli pogo-
varjati o razlicnih moznostih za organizacijo delav-
nice med epidemijo. Zaradi omejitve gibanja in pre-
povedi zbiranja smo priceli razmisljati o delavnici
preko spleta. Da bi preverili moZnost pregledovanja
digitaliziranih preparatov z oddeljenim dostopom, so
nam na InStitutu za patologijo Medicinske fakultete
Ljubljna skenirali 6 preparatov TC SurePath, ki smo
jih zbrali med Studijo. Digitalizirane slike preparatov
smo poslali v BD, da jih je pogledala vodja delavnice
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dr. Anneke van Driel iz Nizozemske, svetovalka BD za
podrocje citologije. Strinjala se je, da je kakovost di-
gitaliziranih preparatov primerna za organizacijo de-
lavnice preko spleta. Nato smo Zeleli preveriti, ali bi
udeleZenci delavnice lahko do digitaliziranih prepa-
ratov dostopali preko spletne platforme ZORA. Zal se
je izkazalo, da to ne bo mogoce, saj tehni¢no nismo
mogli zagotoviti nemotenega prehoda med razlic-
nimi fokusi za kakovostno ocenjevanje.

S proizvajalcem BD smo spomladi 2021 nadaljevali
intenzivne pogovore o moznostih za organizacijo de-
lavnice. Zaradi slabe epidemioloske situacije smo se
strinjali, da delavnico lahko organiziramo le na da-
ljavo, preko spleta. V skladu s protokolom Studije
smo se dogovorili, da bo imela delavnica dva dela, te-
oreticni in prakti¢ni del. V prvem teoreti¢nem delu bi
si vsak udeleZenec pogledal 8 posnetih predavanj, ki
jih podjetje BD uporablja za u¢enje morfoloskih zna-
Cilnosti celic v preparatih ginekoloske TC BD Su-
rePath. Predavanja so v angleskem jeziku, skupaj tra-
jajo okrog 5 ur. Vodi jih dr. Anneke van Driel iz Nizo-
zemske. Predavanja pokrivajo naslednje vsebine in
se zakljucijo s testom: 1.) Uvod v TC BD SurePath in
priprava vzorca za mikroskopski pregled, 2.) Splosne
znacilnosti, nacin pregledovanja preparatov, uporab-
nost, 3.) Normalen BMV in reaktivne spremembe, 4.)
Mikroorganizmi, 5). Atipicne ploscate celice neopre-
deljene (APC-N), Atipicne ploscate celice verjetno
neoplasti¢ne (APC-VS), Plos¢atoceli¢na intraepiteli-
ska lezija nizke stopnje (PIL-NS), 6.) Plos¢atoceli¢na
intraepitelijska lezija visoke stopnje (PIL-VS) in plo-
S¢atoceli¢ni karcinom, 7.) Morfologija endocervikal-
nih celic: benignih in (pre)malignih, 8). Morfologija
endometrijskih celic; benignih in (pre)malignih (Slika
8). Clanici strokovne skupine za citologijo pri DP
ZORA Ana Pogacnik In Veronika Kloboves Prevodnik
sta si predavanja ogledali, da bi ocenili, ali sta vsebina
in nacin podajanja vsebin primerni za uvodno delav-
nico v prvem delu Studije. Obe sta se strinjali, da so
predavanja odli¢na in primerna za teoreti¢ni del de-
lavnice. Na DP ZORA smo za udeleZence delavnice
uredili dostope do predavanj preko platforme ZORA,
tako da proizvajalec ni imel vpogleda v osebne po-
datke udeleZencev. Teoreti¢ni del delavnice je pote-
kal od 20. maja do 4. junija. UdeleZilo se je je 53 ude-
leZzencev, 44 udeleZencev je delavnico v celoti zaklju-
Cilo, 4 le delno, 5 udelezencev si je tecaj le ogledalo.
Delavnico so na lestvici 1-5 ocenili s povprecno
oceno 4,7. Vecini so bila predavanja v anglescini pri-
merna ali sprejemljiva (94 %), izvedba delavnice
preko spleta pa je bila ve¢ udelezencem v primerjavi
z izvedbo v Zivo boljsa (42 %), kakor slabsa (21 %)
(10).
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Slika 8. Teoreti¢ni del delavnice je potekal preko
spleta, kar je udelezencem omogocilo, da so si 8 vna-
prej posnetih predavanj lahko ogledali, ko jim je to
dopuscal ¢as. Delavnico so zakljucili z zaklju¢nim
testom.

Za organizacijo prakti¢nega dela delavnice smo raz-
misljali o treh moZnostih resitvah: 1) delavnica preko
spleta 2) kombinirana delavnica, ki bi deloma pote-
kala preko spleta, deloma v mikroskopirnici, 3) kla-
sicna mikroskopska delavnica. Proizvajalec BD si je
veC mesecev prizadeval, da bi nasel resitev za digita-
lizacijo svojih ucnih zbirk preparatov, kar bi omogo-
¢ilo organizacijo spletne delavnice. Zal je pri tem na-
letel na vec problemov, zato je postalo kmalu jasno,
da delavnice na tak nacin ne bo mogoce organizirati
pravocasno. Ker je bila epidemioloska situacija Se ve-
dno slaba, smo se zaceli pripravljati na organizacijo
kombinirane delavnice. Zato je BD v ta namen v Slo-
venijo poslal u¢no zbirko preparatov ginekoloske TC
SurePath. Zamislil smo si, da bi dr. Anneke van Dier
delavnico vodila preko spleta, udelezenci delavnice
pa bi imeli moZnost mikroskopiranja preparatov TC v
mikroskopirnici. Na sreco se je v zaCetku poletja epi-
demioloska situacija tako izboljsala, da je vodja de-
lavnice lahko priSla v Slovenijo in smo delavnico
lahko organizirali v Zivo od 22.—24. 6. 2021 na Insti-
tutu za patologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.
Zaradi omejitve zbiranja, smo delavnico morali orga-
nizirati trikrat zapored za manjSo skupino udelezen-
cev. Vsak udeleZenec se je delavnice lahko udelezil le
enkrat. Delavnica je bila sestavljena iz kratkega teo-
reticnega dela, kjer je vodja delavnice ponovila me-
rila za ocenjevanje patoloskih sprememb v prepara-
tih ginekoloske TC SurePath, diskusije zanimivih pre-
paratov s pomocjo videomikroskopa in individual-
nega mikroskopiranja preparatov (Slika 9). Delavnice
se je udelezilo 29 presejalcev, 12 citopatologov in 3
drugi. UdeleZenci so delavnico na lestvici 1-5 ocenili
s povprecno oceno 4,1. Vecina anketiranih (97 %) je
prikazane strokovne vsebine ocenila kot aktualne, vsi
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Slika 9. Utrinek iz prakti¢nega dela uvodne delavnice
"Diagnostika predrakavih in rakavih sprememb ma-
terni¢nega vratu v vzorcih TC SurePath”.

pa so jih ocenili kot pomembne za njihovo delo in
predstavljene na razumljen nacin. Prav tako bi vsi
udelezbo v prihodnje priporocili njihovim kolegom
(11).

Po uspesno zakljuceni delavnici so ginekologi 28. 7.
2021 odvzeli zadnji vzorec v tekocinski medij Su-
rePath, v DP ZORA pa smo se priceli pripravljati na
oceno prvih 150 preparatov ginekoloske TC Su-
rePath. Ker je bil pred nami ¢as poletnih dopustov, je
bila to Se posebej tezka naloga, ki pa jo je Mojca Flor-
janci¢ odlicno izpeljala. Na strokovnem svetu DP
ZORA smo najprej izzrebali vrstni red, po katerem so
laboratoriji dobili preparate v oceno. Dogovorili smo
se, da bomo preparate poslali v dva laboratorija
hkrati, polovico v enega in polovico v drugega. Oba
laboratorija sta imela za pregled vseh 150 preparatov
na voljo dva tedna, za to sta si morala konec prvega
tedna med seboj zamenjati preparate. lzmenjava
vseh preparatov je potekala preko DP ZORA, kjer so
skrbeli, da so laboratoriji preparate pravocasno do-
bili v pregled, jih pogledaliin vrnili na sedez DP ZORA,
in da so bile oznake na preparatih izbrisane. Prepa-
rate TC so presejalci in citopatologi ocenjeval v
skladu s klasifikacijo po Bethesdi, na enak nacin kot
konvencionalne BMV v rednem presejanju. Imeli so
podatke o starosti Zzenske, menstruacijskem ciklusu z
datumom zadnje menstruacije in datumu odvzema
BMV. Ocene preparatov so vnasali v elektronski
obrazec na spletni strani DP ZORA, ki ga je pripravil
Tine Jerman. Obrazec je bil v osnovi enak izvidu BMV,
ki ga uporabljamo v rednem presejanju. Razlika je
bila le v dodatnih vprasanjih o kakovosti, ki smo jih
dodali na konec obrazca. Odgovoriti je bilo treba, ali
je preparat dobre kakovosti (DA/NE). V kolikor je bil
odgovor NE, je bilo treba oznaditi Se naslednje odgo-
vore:
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O barvanje ni ustrezno,

o celice leZijo v vecC slojih in se prekrivajo

o del oziroma vecina celic je odpadla iz stekla
o drugo

Z odgovori na dodatna vprasanja o kakovosti prepa-
rata TC bodo slovenski presejalci in citopatologi pri-
pomogli pri odlocitvi, kateri tekocinski medij je naj-
primernejsi za ocenjevanje preparatov TCv DP ZORA.
Presejalcem in citopatologom, ki zaradi letnih dopu-
stov niso mogli oceniti preparatov, smo preparate v
oceno poslali po zaklju¢ku prvega kroga ocenjevanja,
v septembru in oktobru. Tako smo vsem, ki so Zeleli,
omogocili sodelovanje v Studiji. Do 19. oktobra je
25/30 presejalcev in 8/14 citopatologov ocenilo vseh
150 preparatov TC SurePath. Naértujemo, da bodo
do 11. izobraZevalnega dneva ZORA 17. 11. 2021,
skoraj vsi presejalci in citopatologi, ki so Zeleli sode-
lovati v Studiji, ocenili vse preparate.

V novembru, po zaklju¢ku 11. izobrazevalnega dneva
ZORA, se bomo lotili analize rezultatov ocenjevanja
prvih 150 preparatov TC SurePath. Preparate, ki so
jih ocenjevalci-citopatologi razliéno ocenili vsaj za
eno stopnjo (ali pri katerih je eden od ocenjevalcev-
citopatologov ocenil spremembe visoke stopnje,
drugi pa negativno ali nizke stopnje) bodo na vecgla-
vem mikroskopu ponovno ocenile ¢lanice skupine za
konsenz, ki jo sestavljajo ¢lanice strokovne skupine
za citlologijo pri DP ZORA: Ana Pogacnik, Margareta
Strojan Flezar, Alenka Repse Fokter, Vivijana Snoj in
Veronika Kloboves Prevodnik. Preparate bodo oce-
njevale v skladu z Navodili za citoloske izvide BMV —
klasifikacija po Bethesdi (12) in za vsak preparat s
konsenzom postavile kon¢no diagnozo, ki bo imela
zgolj raziskovalen pomen in se ne bo sporocala gine-
kologu, ki je odvzel BMV. Izjemoma se €lanice citolo-
Ske skupine pri DP ZORA na konsenzu lahko dogovo-
rijo, da je treba spremenjeno oceno BMV sporociti
ginekologu, ¢e le ta pomembno vpliva na nadaljnje
zdravljenje.

Preparate, ki jih bodo ¢lanice citoloSke skupine pri DP
ZORA ponovno ocenile na konsenzu, bomo uporabili
za pripravo nadaljevalne delavnice »Diagnostika pred-
rakavih in rakavih sprememb materni¢nega vratu v
vzorcih TC SurePath«. Delavnica bo imela teoreticni
in prakticni del, vodila jo bo dr. Anneke van Dier, ki je
vodila Ze uvodno delavnico. V teoreticnem delu de-
lavnice bo poudarek na patoloskih spremembah v
preparatih TC SurePath, ki so presejalcem in citopa-
tologom med ocenjevanjem prvih 150 preparatov
delale najvec tezav. Prakti¢ni del delavnice bo name-
njen individualnemu mikroskopiranju preparatov, ki
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so bili obravnavani na konsenzu. Po zakljucku delav-
nice bomo organizirali ocenjevanje dodatnih 150
preparatov TC, z namenom, da bomo ocenili napre-
dek pri ocenjevanju preparatov TC SurePath. Drugo,
nadaljevalno delavnico nacrtujemo v zacetku leta
2022. Takoj po zakljucku delavnice bomo v skladu s
protokolom studije priceli z ocenjevanjem dodatnih
150 preparatov TC SurePath, ki bo potekalo tako kot
ocenjevanje prvih 150 preparatov.

Transportni medij Thin Prep

Po podpisu pogodbe za sodelovanje v prvem delu
raziskave »Pilotna raziskava za umestitev TC v dr-
Zavni presejalni program za zgodnje odkrivanje pred-
rakavih sprememb materni¢nega vratu ZORA«, smo
se s podjetjem Hologic Ze konec leta 2019 priceli do-
govarjati za postavitev aparata za pripravo vzorcev
TCThinPrep v Sloveniji. Zaradi zaCetka organiziranega
presejanja za RMV v Nem(ciji in s tem velikega pov-
prasevanja po aparatih za pripravo preparatov TC
ThinPrep, dobava aparatov v Studijske namene ni
bila mozZna do poletja 2020. Sedemindvajsetega av-
gusta 2020 smo aparat za pripravo vzorcev TC
ThinPrep 5000 Autoloader System (Hologic) postavili
v laboratorij Oddelka za citopatologijo OIL (Slika 10).
Aparat je za delo pripravil serviser podjetja HOLOGIC
Pim Augustinus iz Nizozemske. Sabrina Lieder, speci-
alistka za podrocje citologije pri podjetju Hologic iz
Nemcije, pa je izvedla izobraZevanje za delo z apara-
tom, ki so se ga udelezile mladi raziskovalki Jerneja
Kos in Simona Miceska, Spela Cerar, presejalka in Na-
tasa Nolde, samostojni analitik. Z aparatom ThinPrep
Autoloader System (Hologic) so pripravile prve
testne preparate ginekoloSke TC ThinPrep in jih po-
barvale po Papanicolaou v barvalcu Leica ST 5010
autostainer (Leica) po protokolu in z barvili, ki omo-
gocajo oceno digitaliziranih preparatov s ThinPrep
Imaging system (Hologic). Pri pregledu testnih prepa-
ratov smo ugotovili, da v nekaterih preparatih ni bilo
zadosti celic za citolosko oceno. Sabrina Lider nam je
pojasnila, da je to posledica nepravilnosti pri od-
vzemu vzorcev.

Zaradi posebnosti pri odvzemu vzorcev v transportni
medij ThinPrep smo se skupaj s proizvajalcem Holo-
gic dogovorili, da se najprej zakljuci zbiranje vzorcev
v transportni medij SurePath. Ko smo imeli v zacetku
leta 2021 zbranih vec kot polovico vzorcev v trans-
portnem mediju SurePath, smo se odlocili, da je Stu-
dijo, ki je zaradi epidemije COVID-19 potekala zelo
pocasi, potrebno pospesiti. Odlocili smo se, da bomo
zaceli zbirati vzorce v transportni medij ThinPrep v
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Slika 10. Aparat za pripravo vzorcev TC ThinPrep
5000 Autoloader System (Hologic).

Zdravstvenem domu Ljubljana in na Ginekoloski kli-
niki UKC Ljubljana, v UKC Maribor in v SB Murska So-
bota pa bomo najprej dokoncali zbiranje vzorcev v
transportni medij SurePath in Sele potem priceli z
zbiranjem transportni medij ThinPrep. V marcu 2021
smo najprej preverili delovanje aparata ThinPrep
5000 Autoloader System (Hologic), ker od zagona v
avgustu 2020 ni bil v uporabi 7 mesecev. Ponoven za-
gon aparata so uspesno opravile Jerneja Kos, Simona
Miceska in Spela Cerar pod vodstvom Sabrine Lieder
iz Hologica, ki je zaradi epidemije COVID-19 delo z
aparatom nadzorovala preko spleta. To je bil tudi za
Hologic prvi zagon aparata, ki je potekal preko spleta.
V marcu smo za ginekologe iz Zdravstvenega doma
Ljubljana pripravili tudi delavnice za odvzem vzorcev
TC ThinPrep. Zaradi epidemije je izobraZevanje pote-
kalo preko spleta v vecernih urah. Ginekologe in
druge sodelujoce v Studiji smo ponovno seznanili z
raziskavo in s protokoli za odvzem in transport vzor-
cev TC ThinPrep. Poseben poudarek je bil na od-
vzemu vzorcev, ki se nekoliko razlikuje od odvzema
vzorcev v transportni medij SurePath. Ta del delav-
nice je vodila Sabrina Lieder iz Hologica. Povedala je,
da se nacin odvzema BMV za transportna medija
ThinPrep in SurePath ne razlikuje, razlike so le pri
prenosu celic v transportni medij. Pri prenosu celic v
transportni medij ThinPrep moramo biti Se posebej
pazljivi, ker se ob nepravilnem postopanju celice pri-
lepijo na krtacko in se ne prenesejo v transportni me-
dij. Preparat, ki ga naredimo iz takega transportnega
medija, ne vsebuje dovolj celic in je neustrezen za ci-
tolosko oceno. Zato je potrebno krtacko z vzorcem
takoj po odvzemu vstaviti v odprt locek s transport-
nim medijem ter jo 10 x moc¢no pritisniti ob dno lon-
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Cka ter nato Se nekajkrat mocno zavrteti v loncku. Kr-
tacko je nato potrebno iz lo¢ka odstraniti, zavreci in
zapreti loncek.

Ginekologi v ZD Ljubljana so odvzeli prvi vzorec v
transportni medij ThinPrep 26. marca 2021. Dogovo-
rili smo se, da bo vsak ginekolog najprej odvzel le 2
vzorca, da bi preverili kakovost odvzetih vzorcev. Iz
vzorcev smo pripravili preparate, jih poslikali in slike
poslali v oceno Sabrini Lieder iz Hologica. Ocenila je,
da so preparati primerno celularni in da je kakovost
preparatov ustrezna. Ginekologi iz ZD Ljubljana so
nato v skladu s protokolom Studije v enem mesecu
odvzeli 100 presejalnih BMV v transportni medij
ThinPrep. Med rednim spremljanjem kakovosti pre-
paratov TC ThinPrep smo ugotovili, da so nekateri
preparati neustrezni zaradi obilice krvi. Sabrina Lie-
der iz Hologica nam je svetovala, da preparate pri-
pravimo po protokolu za lizo eritrocitov. Ker je bila
zaradi epidemije dobava reagentov podjetja Hologic
iz ZDA v Evropo motena, smo reagent za lizo eritroci-
tov dobili Sele poleti in uspesno resili tezave s pri-
pravo krvavih vzorcev.

Delavnico za odvzem vzorcev v transportni medij
ThinPrep smo za ginekologe in medicinske sestre iz
Ginekoloske klinike UKC Ljubljana pripravili 17. maja.
Ko se je 28. julija koncalo zbiranje vzorcev v tekocin-
ski medij SurePath, smo delavnice pripravili Se za gi-
nekologe iz UKC Maribor in SploSne bolnisnice Mur-
ska Sobota. Zaradi epidemije zbiranje vzorcev poteka
pocasi, vendar pri¢akujemo, da bomo do spomladi
2022 zbrali tudi vseh 300 vzorcev v transportni medij
ThinPrep. Nacrtujemo tudi, da bomo do takrat za-
kljucili z ocenjevanjem preparatov TC SurePath, pri-
Celi z ocenjevanjem preparatov TC ThinPrep in pri-
pravili protokole za drugi del raziskave.

Transportna medija Roche Cell collection medium
in NOVAprep

Med raziskavo sta dva proizvajalca odstopila od so-
delovanja v raziskavi. V enem primeru je prislo do
prodaje podjetja, v drugem pa aparata za izdelavo
preparatov TC za potrebe Studije niso mogli pripeljati
v Slovenijo. Zato smo se odlocili, da bomo Studijo iz-
vajali v skladu s protokolom le na dveh tekocinskih
medijih, SurePath (BD) in ThinPrep (Hologic).

Zakljucek

Pilotna raziskava za umestitev TC v drZavni presejalni
program za zgodnje odkrivanje predrakavih spre-
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memb materni¢nega vratu ZORA bo pomembno vpli-
vala na odloditve o spremembah presejanja za RMV
v Sloveniji. Z raziskavo bomo dobili lastne izkusnje s
tehnologijo TC, ki je predpogoj za uvedbo primar-
nega HPV presejanja za RMV in refleksne triaze HPV
pozitivnih Zensk. Rezultati raziskave bodo odlocilni
tudi za nacrtovanje drugega dela Studije, kjer Zelimo
testirati primernost komercialnih transportnih medi-
jev za triazo HPV pozitivnih Zensk. Zaradi epidemije
COVID-19 studija poteka zelo pocasi. Kljub temu nam
je z veliko pozrtvovalnostjo vseh sodelujocih v razi-
skavi uspelo zbrati vse vzorce v prvi transportni medij
SurePath, organizirati uvodno ucno delavnico za
oceno preparatov TC SurePath ter oceniti prvih 150
preparatov TC SurePath. Zbiramo tudi vzorce v drugi
tekocinski medij ThinPrep. Ker sta dva proizvajalca
tekocinskih medijev odstopila od raziskave, bomo v
skladu s protokolom v prvi in drugi del Studije vkljucili
le dva tekocinska medija SurePath (BD) in ThinPrep
(Hologic). Nacrtujemo, da bomo prvi del studije za-
kljucili do konca leta 2022 in priceli z drugim delom
Studije, kjer Zelimo testirati primernost komercialnih
transportnih medijev SurePath (BD) in ThinPrep (Ho-
logic) za triazo HPV pozitivnih Zensk.

Zahvala

Zaradi epidemije COVID-19 prvi del Studije »Pilotna
raziskava za umestitev TC v drzavni presejalni pro-
gram za zgodnje odkrivanje predrakavih sprememb
materni¢nega vratu ZORA« poteka v izrednih razme-
rah. Le veliki poZrtvovalnosti vseh, ki sodelujejo v
Studiji, gre zasluga, da smo zbrali vseh 300 vzorcev v
transportni medij SurePath, organizirali uvodno de-
lavnico za oceno preparatov TC SurePath in ocenje-
vanje prvih 150 preparatov TC SurePath v slovenskih
citoloskih laboratorijih ter priceli z zbiranjem vzorcev
v transportni medij ThinPrep. Zato se DP ZORA na
tem mestu zahvaljuje vsem, ki sodelujejo v Studiji:

e ginekologom v Zdravstvenem domu Ljubljana:
Urski Gasper Oblak, Petri Erzen Vrli¢ Mojci Gre-
benc, Sladani Mali¢ Vonéina, Renati Toff, Leni Zi-
gon, Vidi Dimnik in Katji Milicevi¢;
ginekologom na Ginekoloski kliniki UKC Lju-
bljana: Leonu Meglic¢u, Andreju Zoretu, NiniJan-
&ar in Speli Smrkolj;
ginekologom v UKC Maribor: Andreju Cokanu,
Tatjani Kodri¢, Leyli Al Mahdawi, Maji Pakiz, An-
drazu Dovnik in Juretu Knezu;
ginekologu v SB Murska Sobota, ki v Studiji so-
deluje z Ginekolosko kliniko UKC Ljubljana: Luki
Roskarju;
medicinskim sestram ZD Ljubljana: JoZici Locic-
nik, Olgi Kambi¢, Soniji Fujan, Speli Erien, Tanji
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Kranjec, Andreji Cebela, Karin Komericki Kordes,
Mateji RosSer, Barbari Kralj, Evi Ropotar, Mariji
Murgelj, Maji Kra¢un, Tanji Koncilija, Mojci Cuk
in Uli Perne;

medicinskim sestram UKC LJ: Bernardi Juvan,
Jozici Hartman, Vidi Jelenc, Katji Jakopic¢ in ce-
lotni ekipi medicinskih sester v specialisti¢nih
ambulantah GK;

medicinskim sestram UKC Maribor: Mateji Bo-
hor¢ in Aleksandri Muhic in

kurirjem ZD Ljubljana.

Presejalcem in citopatologom v slovenskih cito-
loskih laboratorijih:

0 UKC Maribor: Kristini Gornik Kramberger,
Simoni Hutter Celik, Danijeli Antunovic,
Barbari Jelen Ul, Maji Fras, Nevenki Stiglic
Tos, Patriciji Pernat in Sasi Praznic;

O SB Murska Sobota: Danijeli Ostri¢, Editi Do-
minko in Tadeji Dolensek;

O SB Celje: Alenki RepsSe Fokter, Branku Anto-
lovic¢u, Dasi Podgorsek, Lidiji Salobir, Nini
Irgel in Aleksandri PeCovnik;

O BGP Kranj: Marjeti KoZelj in Ireni Ferjan Tu-
ljak;

O SB Novo mesto: Tinki Mohar Hajnsek, Mir-
jani Bereti¢ Rados, Brigiti Medle in Andreji
Rebolj;

0 Onkoloski institut Ljubljana: Ulriki Klopcic,
Zorici Ceki¢, Zivi Gramc, Anji Jericevié, Ve-
roniki Kloboves Prevodnik, Janji Zalar,
Mojci Zaloznik in Speli Cerar;

O Institut za patologijo Medicinske fakultete
Ljubljana: Margareti Strojan Flezar, Dam-
jani Cimerman, Andreji Legen, Alenki
Oblak, Barbari Zakelj Bric, Elviri Krovinovi,
Juliji Blatnik in Simoni Uhan Kastelic;

0 UKC Ljubljana, Ginekoloska klinika: Marji
Lenart, Ireni KoSorok, Jolandi Simerl
Tamse, Natasi D. Puhan in Petru Zabukov-
niku;

O SB lIzola: Sandri Jezersek, Sabrini Zajec in
Urski Ferletic.

Oddelku za citopatologijo OIL: Jerneji Kos, Si-
moni Miceska, Speli Cerar, Natasi Nolde in Ve-
roniki Kloboves Prevodnik;

InStitutu za patologijo Medicinske fakultete v
Ljubljani: Margareti Strojan Flezar in Renati Ra-
kovec;

Oddelku za citopatologijo UKC MB: Slavici Vu-
zem in Andreji Spes;

InsStitutu za Mikrobiologijo in imunologijo: Jani
Mlakar, Danijeli Fabjan, Anji Osterbenk Valen-
¢ak in Mariu Poljaku;
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e Oddelku za citopatologijo UKC Ljubljana: Marji
Lenart in Kaji Ferk;

e Registru ZORA: Urski lvanus, Mojci Florjancic, Ti-
netu Jermanu, Tini Sercer, Blazu Podobniku, Kaji
Batista in Mariji Sabrini Kvartuh;

e O7Zji raziskovalni skupina pri DP ZORA: Mojci
Florjanci¢, Tinetu Jermanu, Jerneji Kos, Urski
Ivanus in Veroniki Kloboves Prevodnik;

e Strokovnemu svetu pri DP ZORA: Urski lvanus,
Speli Smrkolj, Urgki Gadper Oblak, Ani Pogaénik,
Veroniki Kloboves Prevodnik, Margareti Strojan
Flezar, Mojci Florjanci¢, Maji Primic Zakelj in
Igorju Josipoviéu.
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