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Povzetek

Drzavni presejalni program ZORA je od leta 2003 prepolovil incidenco raka maternicnega vratu (RMV)
med slovenskimi Zenskami. Zaradi odlicne kakovosti in rezultatov konvencionalne citologije do sedaj
ni bilo potrebe po spremembi presejalne politike. Zaradi novih evropskih smernic in vstopa prvih ge-
neracij deklic, cepljenih proti HPV v program pa se moramo tudi v Sloveniji pocasi pripraviti na prehod
na primarno HPV presejanje vsaj za del presejalne populacije. Glavna prednost testa HPV je boljsa ob-
Cutljivost za odkrivanje predrakavih sprememb (CIN2+) in vecja varnost pred RMV v primerjavi s cito-
logijo. Vendar pa visoka obcutljivost testa lahko vodi v odkrivanje prehodnih in klinicno nepomembnih
HPV okuzb, kar zniza specificnost presejanja. Tudi zaradi tega evropske smernice svetujejo, da se pri
uvedbi primarnega HPV presejanja uvede tudi refleksno triazno testiranje, ki omogoca izvedbo prese-
jalnega in triaZznega testiranja iz istega vzorca. V Sloveniji z obstojeco tehnologijo, ki jo uporabljamo v
programu ZORA, tega trenutno ni mogoce izvesti. Zato je pred uvedbo primarnega HPV presejanja
nujna uvedba tekocinske citologije (TC), pri kateri se celice namesto na steklo prenesejo v tekocinski
medij. TakSen odvzem in shranjevanje vzorca nam omogoci, da se na enem vzorcu izvede vec razli¢nih
testov. Kljub temu moramo biti pri uvedbi TC previdni, ker se morfoloske znacilnosti celic v preparatih
TC in konvencionalne citologije razlikujejo, kar lahko vpliva na pravilnost ocene celi¢nih sprememb. Z
uvedbo TC v Sloveniji in v programu ZORA se obcutljivost in specificnost citologije za odkrivanje CIN2+
ne smeta zmanjsati, saj bi s tem lahko ogrozili zdravje slovenskih Zensk in dobre rezultate programa
ZORA. Zato je nujno slovenske presejalce in citopatologe izSolati za ocenjevanje preparatov, narejenih
iz tekocCinskega vzorca. S tem namenom pripravljamo pilotni projekt, s katerim Zelimo ocenjevanje TC
varno umestiti v vse citopatoloSke laboratorije, ki sodelujejo v drzavnem programu ZORA.

Kljucne besede: presejanje RMV, program ZORA, tekocinska citologija, pilotna raziskava

Uvod

V Sloveniji Ze od leta 2003 deluje drzavni presejalni
program ZORA, ki je s preventivnimi pregledi celic v
brisu materni¢nega vratu (BMV) in zdravljenjem pre-
drakavih sprememb zmanjsal incidenco raka mater-
ni¢nega vratu za polovico (1). Trenutno se v vecini
presejalnih programov kot presejalni test uporablja
citoloski pregled BMV, v katerem se iS¢ejo maligne

celice in celice s predrakavimi spremembami. Gine
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kolog s posebnim loparc¢kom in krtacko odvzame ce-
lice transformacijske cone materni¢nega vratu in do-
datno materni¢nega kanala, da pridobi vzorec, ki ga
razmaZe na objektno stekelce. Z mikroskopskim pre-
gledom na stekelcih fiksiranih in obarvanih celic je
mogoce odkriti celicne spremembe, ki bi lahko vodile
v razvoj raka materni¢nega vratu (2). Ceprav je cito-
loSka ocena BMV dolgo ¢asa veljala za zlati standard
v presejalnih programih, ima doloCene omejitve, ki
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jih je delno mogoce premostiti s ponavljanjem testi-
ranja vsake 3 leta. Glavna pomanijkljivost pregleda
BMV je majhna obcutljivost (povprecna 53%) za od-
krivanje predrakavih sprememb (CIN2+) (3). To je
lahko posledica neustrezno odvzetega vzorca, neus-
trezne priprave preparata ali napacne interpretacije
(4). Poleg tega so citoloSke ocene za spremembe
nizke stopnje slabo ponovljive in imajo nizko stopnjo
strinjanja, celo med strokovnjaki v kakovostnih, nad-
zorovanih presejalnih programih (5). Da bi premostili
te pomanjkljivosti, so raziskovalci zaceli razvijati
nove metode, kot je tekocinska citologija (TC). Pri TC
se celice namesto na steklo prenesejo v tekocinski
medij. Po svoji sestavi je medij fiksativ, ki v veliki meri
ohrani morfoloske, antigenske in molekularne last-
nosti celic. Celice, suspendirane v mediju, se nato z
metodo filtracije ali sedimentacije v posebnem apa-
ratu nanesejo na stekelca in pobarvajo po metodi Pa-
panicolaou. TC zmanjsSa kontaminacijo vzorca s krv-
nimi celicami, sluzjo in gnojem, kar dokazano
zmanijsa Stevilo neuporabnih vzorcev. Dodatna pred-
nost TC je tem, da je mogoce opraviti vec testov na
istem vzorcu (npr. HPV test), kar zmanjsa stroske in
obseg dela. NajpogostejSa medija, ki se uporabljata
pri metodi TC, sta ThinPrep (Hologic, Marlborough,
MA, ZDA) in BD SurePath (BD, Franklin Lakes, NJ,
ZDA). Od nedavnega sta na trzis¢u Se medija Roche
Cell Collection Medium podjetja Roche (Basel, Svica)
ter NOVAprep podjetja Novacyt (Vélizy-Villacoublay,
Francija). Stevilne raziskave so 7e primerjale TC s
konvencionalno citologijo, vendar so bile ve¢inoma
izvedene na vzorcih, shranjenih v ThinPrep ali Su-
rePath mediju. V teh raziskavah so ugotovili, da upo-
raba TC zmanjsa Stevilo neuporabnih vzorcev, nima
pa vecjega ucinka na obcutljivost in specificnost.
Nizka obcutljivost je tako Se vedno glavna omejitev
tako konvencionalne kot tekodinske citologije (6).
Dodatna omejitev je slaba ponovljivost rezultatov, ki
je posledica razlik v ocenjevanju morfoloskih lastno-
sti preparatov, tako med laboratoriji kot med ocenje-
valci. Zato se obcutljivost in specifinost citologije
pomembno razlikujeta med razlicnimi laboratoriji in
med ocenjevalci. Zaklju¢ki nedavne raziskave o rezul-
tatih konvencionalne citologije v evropskih in se-
verno ameriskih drZavah so pokazali, da je povprecna
obcutljivost enega testa za odkrivanje CIN2+ 53 %,
vendar z zelo visoko specifiénostjo. Majhna obcutlji-
vost testa je posledica variabilnosti med drZzavami in
se giblje od 18,6 % v Nem(ciji in 76,7 % v Veliki Britaniji
(7). Ti rezultati so skladni z nedavno raziskavo, ki je
pokazala, da je obcutljivost citologije za odkrivanje
CIN2+ v Sloveniji 66,2 % (8). To pomeni, da v deZelah
z nizko obcutljivostjo citologije predrakave in rakave
spremembe na materni¢nem vratu spregledajo pri
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priblizno polovici Zensk, ki te spremembe Ze imajo.
Zato je citologijo v presejalnih programih nujno po-
trebno veckrat ponoviti v ustreznih presejalnih inter-
valih, ki naj ne bi bili krajsi od treh let. Na tak nacin
se obcutljivost citologije poveca na okoli 70-80 %,
specifi¢nost pa se pomembno ne zmanjsa.

Odkritje, da je okuzba z visokotveganimi ¢loveskimi
papilomavirusi (HPV) nujen vendar nezadosten po-
goj za razvoj RMV, je omogocilo razvoj stevilnih mo-
lekularnih testov (9) in alternativo citologiji kot pri-
marni presejalni test. V randomiziranih klini¢nih po-
skusih in metaanalizah so ugotovili, da ima HPV-testi-
ranje viSjo obcutljivost za CIN2+ in ponuja vecjo in
daljSo varnost pred RMV v primerjavi s citologijo (10,
11). Tako so leta 2015 izSle dopolnitve Evropskih
smernice za zagotavljanje kakovosti v presejanju za
raka materni¢nega vratu (angl. European guidelines
for quality assurance in cervical cancer screening), v
katerih se drzavam ¢lanicam Evropske zveze pripo-
roca presojo spremembe presejalne politike v orga-
niziranih presejalnih programih za raka maternic-
nega vratu, in sicer tako, da se pri Zenskah (starejsih
od 35 let in cepljenih proti okuzbi s HPV) namesto ci-
toloskega pregleda BMV uporabi test HPV (12). Ven-
dar visoka obcutljivost testa HPV vodi v odkrivanje
prehodnih in klinicno nepomembnih HPV okuzb, ki
ne predstavljajo vecjega tveganja za razvoj RMV.
NiZjo specifiénost HPV testov (11) lahko povecamo z
uporabo triaznih testov, ki izmed vseh HPV pozitivnih
Zensk odkrijejo tiste z vec¢jim tveganjem RMV. Med
trenutno najbolj preucevane triazne metode sodijo:
refleksna citologija, dvojno p16/Ki-67 imunocito-
kemicno barvanje (1CK), genotipizacija
HPV16/HPV18, metilacija in drugi obetavni moleku-
larni testi (13). Omenjene evropske smernice pripo-
rocajo refleksno testiranje, ki omogoca izvedbo pre-
sejalnega in triaznega testiranja iz istega vzorca, s Ci-
mer znizamo stroske, Stevilo (ne)potrebnih pregle-
dov ter kolposkopij in obremenitev Zensk, ki se ude-
leZujejo preventivnih programov (12).

V Sloveniji je konvencionalna citologija zelo kako-
vostna (deleZ uporabnih brisov znasa 99.9% (1)) in do
nedavnega ni bilo potrebe po vpeljavi TC. Zaradi no-
vih evropskih smernic, ki priporocajo uvedbo primar-
nega HPV testiranja v organizirane presejalne pro-
grame (12), in zaradi vstopa prvih generacij deklic,
cepljenih proti HPV v program ZORA, se moramo tudi
v Sloveniji pripraviti na spremembo presejalne poli-
tike za odkrivanje raka materni¢nega vratu in more-
bitno uvedbo primarnega presejanja s testom HPV
pri izbranih Zenskah. Prvi korak predstavlja uvedba
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tekocinske namesto trenutne konvencionalne citolo-
gije, ki bo omogocila refleksno testiranje, kar je pred-
pogoj za uvedbo primarnega HPV testiranja. Pri tem
moramo biti previdni, ker se morfoloske znacilnosti
celicv preparatih TC in konvencionalne citologije raz-
likujejo, kar lahko vpliva na pravilnost ocene celi¢nih
sprememb. Zato je nujno slovenske presejalce in ci-
topatologe pred uvedbo TC izSolati za ocenjevanje
preparatov, pripravljenih iz tekoc¢inskega vzorca. Iz-
kusnje iz tujine kazZejo, da se ob prehodu na tekocin-
sko citologijo lahko zmanjsata tako obcutljivost kot
predvsem specifiénost, Se posebej, ¢e so bili rezultati
konvencionalne citologije zelo dobri. Z uvedbo TC v
Slovenijo in v program ZORA se obcutljivost in speci-
ficnost citologije za odkrivanje CIN2+ ne smeta
zmanjsati, saj bi s tem ogrozili zdravje slovenskih
Zensk in dobre rezultate programa ZORA. Zato pri-
pravljamo pilotni projekt, s katerim Zelimo ocenjeva-
nje TC varno umestiti v vse citopatoloske laborato-
rije, ki sodelujejo v drzavnem programu ZORA.

Drugi korak verjetne spremembe presejalne politike
bo predstavljala uvedba primarnega HPV testiranja
in izbor ustrezne triazne metode. Trenutno ni pripo-
rocene, enotne triazne metode, s katerim bi HPV po-
zitivne Zenske ali napotili na kolposkopijo ali vrnili na-
zaj v rutinsko presejanje. Izbira ustreznega testa HPV
in triazna strategije za HPV pozitivhe Zenske ostaja
eno izmed klju¢nih vprasanj, s katerimi se trenutno
soocajo drzave pri spremembah presejalnih progra-
mov (13). V ta namen bo pilotnemu projektu za ume-
stitev TC sledil Se drugi del raziskave, v katerem
bomo v komercialno dostopnih medijih za tekocin-
sko citologijo preverjali zanesljivost razli¢nih testov
HPV in ustreznost in moznost izvedbe razli¢nih triaz-
nih strategij.

Materiali in metode

Nacrt raziskave: V prvi del raziskave bomo vkljucili

1.200 Zensk, od tega 800 Zensk, ki bodo v skladu s
slovenskimi smernicami napotene na kolposkopijo,
in 400 Zensk, ki bodo v skladu s smernicami prisle na
redni presejalni pregled ZORA (14). Ginekolog bo
vsaki Zenski, ki bo prostovoljno pristala na sodelova-
nje v raziskavi, odvzel dva BMV, enega za klasi¢no ci-
tologijo in drugega za TC. Predvidevamo, da bomo v
raziskavo vkljucili Stiri vrste transportnih medijev in
za vsako vrsto medija pridobili 300 vzorcev (Slika 1).
Iz vsakega vzorca TC bomo nato z ustreznim apara-
tom za pripravo vzorcev TC pripravili en preparat za
citolosko oceno in enega za validacijo dvojnega
p16/Ki-67 ICK barvanja. Preostanek vzorca bomo raz-
delili na manjse dele (alikvotirali) in jih shranili na -
70°C za nadaljnje raziskave. Vse Zenske, ki bodo so-
delovale v raziskavi, bodo podpisale Izjavo o zavestni
in svobodni privolitvi za sodelovanje v raziskavi po
pojasnilu. Protokol raziskave je odobrila Komisija Re-
publike Slovenije za medicinsko etiko (st. 0120-
329/2019/8).

Odvzem vzorcev: Ginekolog bo Zenskam, ki bodo pri-
Sle na odvzem presejalnega BMV ali bodo v skladu s
smernicami napotene v kolposkopsko ambulanto,
odvzel dva BMV. Iz prvega BMV bo naredil dva kla-
sicna razmaza in ju fiksiral z MercoFix (Merck) prsi-
lom. Drugi BMV bo dal v enega od stirih transportnih
medijev, ki jih bomo testirali v raziskavi. Za vsak
transportni medij bomo pridobili 300 vzorcev.

Priprava vzorcev TC za citologijo: |z vsakega vzorca
bomo na ustreznem aparatu naredili citoloSke prepa-
rate po navodilih proizvajalca. Predvidevamo, da
bomo uporabili tri vrste aparatov, enega firme Holo-
gic (Marlborough, Massachusetts, ZDA), drugega
Novacyt (Vélizy-Villacoublay, Francija) in tretjega BD
Totalys SlidePrep (BD Diagnostics, Burlington, North
Carolina, ZDA) Priprava preparatov TC bo potekala na
Onkoloskem institutu Ljubljana (OIL).

PRVI DEL: 1200 ZENSK (800 #ensk napotenih na kolposkopijo & 400 ensk iz presejalne populacije)

Ucna zbirka (300 vzorcev) Ucna zbirka (300 vzorcev)
= 200 Zensk napotenih na kolposkopijo = 200 Zensk napotenih na kolposkopijo
= 100 #ensk iz presejalnega programa * 100 Zensk iz presejalnega programa

2 BMV:

1x klasi¢en razmaz

2 BMV:

1x klasi€en razmaz

1x tekotinska citologija (B)

1x tekotinska citologija (A)

Ucna zbirka (300 vzorcev)
= 200 Zensk napotenih na kolposkopijo
= 100 Zensk iz presejalnega programa

AR

U¢€na zbirka (300 vzorcev)
= 200 Zensk napotenih na kolposkopijo
* 100 Zensk iz presejalnega programa

2 BMV:
1x klasi¢en razmaz 1x klasi¢en razmaz

1x tekoginska citologija (C) 1x tekocinska citologija (D)

Slika 1. Shematicni prikaz prvega dela pilotne raziskave za umestitev tekocinske citologije v drzavni presejalni

program ZORA.
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Barvanje po Papanicolaou: Preparate za citolosko
oceno, ki jih bomo naredili z aparatom firme Hologic
ali Novacyt, bomo pobarvali po metodi Papanico-
laou, ki se uporablja rutinsko na Onkoloskem insti-
tutu Ljubljana ali po navodilih proizvajalca v barvalcu
Leica ST5020 Multistainer (Leica Microsystems, Wet-
zlar, Germany). Preparati, ki jih bomo naredili z apa-
ratom BD Totalys SlidePrep (BD Diagnostics, Bur-
lington, NC) se bodo pobarvali v samem aparatu. Bar-
vanje po Papanicolaou bo potekalo na OIL.

Validacija dvojnega p16/Ki-67 ICK barvanja: Za vali-
dacijo bomo uporabili test CINTeck plus (Roche, Ba-
sel, Svica). Za vsak transportni medij bomo validacijo
izvedli na 20 vzorcih. Preparate konvencionalne in TC
bomo barvali v skladu z navodili proizvajalca na bar-
valcu Bench Mark ULTRA ali BechMArk XT (Roche,
Basel, Svica) na OIL.

Ocena citoloskih vzorcev in napotitev na nadaljnjo
obravnavo: K sodelovanju v raziskavi bodo povab-
lieni vsi presejalci in citopatologi, ki sodelujejo v DP
ZORA. Pred zacetkom raziskave se bodo udeleZili So-
lanja za oceno preparatov TC, ki ga bomo organizirali
na sedeZu programa ZORA. Preparate TC bodo oce-
njevali na enak nacin kot konvencionalne BMV. Imeli
bodo podatke o starosti Zenske, menstruacijskem
ciklusu in razlogih za odvzem BMV. Po zakljuéenem
ocenjevanju bomo za vse ocenjevalce preverili skla-
dnost citoloSkih ocen med ocenjevalci in laboratoriji
ter ocenili zanesljivost testa za detekcijo CIN2+. Zen-
ske bodo na nadaljnjo obravnavo napotene v skladu
s smernicami, obravnava Zensk se zaradi sodelovanja
v prvem delu raziskave ne bo spremenila. Ocenjeva-
nje preparatov TC bo potekalo v vseh citopatoloskih
laboratorijih, ki so vkljuceni v DP ZORA.

Shranjevanje vzorcev: Ostanke vzorcev TCbomo raz-
delili na manjse dele in jih shranili na -70°C. Razdeli-
tev in shranjevanje vzorcev bo potekalo na Institutu
za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske fa-
kultete Univerze v Ljubljani.

Statisticna obdelava: Uporabili bomo osnovne stati-
sticne metode, metode za ocenjevanje ujemanja re-
zultatov testov v razlicnih medijih, mere veljavnosti
testov in medijev za CIN2+ in CIN3+ (obcutljivost,
specificnost, pozitivha in negativha napovedna vre-
dnost), primerjali bomo rezultate razlicnih testov in
medijev, ter opravili stratificirane analize glede na
starost in druge pomembne napovedne dejavnike za
opazovani izid.
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Pricakovani rezultati

Pricakujemo:

da se citoloske ocene preparatov tekocinske ci-
tologije ne bodo bistveno razlikovale od klasi¢ne
citologije;

da bo citolosko ocenjevanje preparatov tekocin-
ske citologije enako zahtevno za vse testirane
komercialno dostopne transportne medije;

da se bodo sistemi za pripravo preparatov razli-
kovali v predpisanih protokolih, v ¢asu potreb-
nem za pripravo vzorca in nivoju avtomatizacije;
da bo volumen testiranih transportnih medijev
zadosten za izvedbo naslednjih triaznih testov:
citologija, p16/Ki-67 dvojno imunocitokemicno
barvanje, vec razli¢nih testov HPV z razlicnimi
nivoji genotipizacije in metilacijski testi;

da se udinkovitost citologije, p16/Ki-67 dvoj-
nega imunocitokemi¢nega barvanja, testa(ov)
HPV z genotipizacijo in metilacija DNA ne bo raz-
likovala med testiranimi komercialno dostop-
nimi transportnimi mediji.
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