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60 godina rijecke citologije

Danijela Vrdoljak-Mozetic'*, Irena Seili-Bekafigo'
'Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka
*Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka

Pocetci primjene citodijagnostike u rijeckim bolnickim ustanovama biljeze se u drugoj
polovici 20-og stoljeca kada 1958. prof. dr. Verena Kogoj-Bakic, a godinu dana nakon
nje i prof. Danilo Pavesic uvode papa test u ginekolosku dijagnostiku. U tom razdoblju
internisti, prof. Mira Premuzic-LampiC i prim. dr. Mladen Medanic zapoCinju razvijati
aspiracijsku citologiju, prvenstveno u dijagnostici hematoloskih bolesti. Dugi niz godina
citologijom se bave klinicari razlicitih struka, a citodijagnostika im pomaZze u brzoj i pre-
ciznijoj obradi njihovih pacijenata. Medu njima se posebno isticu dr. Darko Mozetic u
ginekoloskoj citologiji, prof. Mira Sever-Prebilic u hematoloskoj i aspiracijskoj citologiji
te dr. Natasa Matakovic-Mileusnic u pulmoloskoj citologiji. Prva lijecnica koja je u Ri-
jeci, ali i Hrvatskoj, 1978. g. postala specijalistica medicinske citologije bila je prim. dr.
Teodora Stankovic. | prije polozenog specijalistickog ispita svoj rad u Susackoj bolnici
posvecuje citologiji, prvenstveno citologiji vrata maternice te jajnika. U KBC Rijeka po-
staje prva voditeljica Odjela ginekoloske citologije Klinike za ginekologiju i porodnistvo.
Od 70-ih godina u sklopu Doma zdravlja u Rijeci djelovao je ginekoloski citoloski labo-
ratorij na Celu s dr. Edom GlaZzarom, specijalistom citologom, a iz njega su proistekli prvi
privatni citoloski laboratoriji od kojih jedan djeluje i danas. U KBC Rijeka tek pocetkom
90-ih godina specijaliziraju jos cetiri lijecnice, a 10-15 godina nakon toga jo$ Cetvero
mladih lijecnika. Tijekom navedenog razdoblja uz lijecnike citologe educiraju se i stasaju
laboratorijski tehnicari i citotehnolozi kao dragocjeni i nezamjenjivi suradnici u svakod-
nevnom radu citoloskih laboratorija. Dugi niz godina u KBC Rijeka postoje dva citoloska
odjela, jedan u sastavu Klinike za ginekologiju i porodnistvo, a drugi u sastavu Interne
klinike koji ima dva laboratorija, jedan na lokalitetu Rijeka, drugi na Susaku. Izdvajanjem
citoloskih odjela iz maticnih klinika 2013. g. osniva se samostalni Zavod za klinicku cito-
logiju KBC Rijeka. Danas Zavod za klinicku citologiju broji osam lijecnika specijalista, 18
citotehnologa/laboratorijskih inzenjera te tri administratorice. Godisnje se ukupno obradi
oko 60.000 citoloskih analiza. U podrucju ginekoloske citologije nas Zavod predstavlja
centralni laboratorij regije za probir raka vrata maternice, a uz to je jedini citoloski labo-
ratorij u Hrvatskoj koji je jos 2005.g. uveo molekularnu HPV dijagnostiku. Posebno je
razvijena citologija endometrija, jajnika i peritonealne Supljine. Aspiracijska citologija
limfnih ¢vorova, stitnjace, dojke, struktura glave i vrata, dubokih trbusnih i grudnih orga-
na, hematoloska i pedijatrijska citologija, pulmoloska citologija, citologija urina, izljeva
i likvora rutinske su citoloske pretrage koje svakodnevno obavljamo. Takoder, u timovi-
ma s kolegama klinicarima i drugim dijagnosticarima, s ,rukama na pacijentu” radimo
punkcije tankom iglom, brzu mikroskopsku procjenu uzoraka tijekom bronhoskopije i
endoskopskog ultrazvuka s punkcijom te sudjelujemo u multidisciplinarnim konzilijima.
Uz klasicnu citomorfologiju, posljednjih godina uveli smo brojne suvremene metode
imunocitokemije, stani¢nih blokova, molekularnih analiza i citogenetike pomocu kojih
odgovaramo sve vecim zahtjevima moderne medicine za preciznom informacijom, ne
samo dijagnostickom vec i prediktivnom i prognostickom. U okviru Zavoda za patolo-
giju sudjelujemo u znanstvenim projektima, publikacijama i nastavi na Medicinskom
fakultetu i Fakultetu zdravstvenih studija Sveucilista u Rijeci, a u ovome trenutku imamo
jednu docenticu, Cetiri doktora znanosti, jednu magistru znanosti i jednu doktorandicu.



Vodenje Hrvatskog drustva za klinicku citologiju HLZ povjereno nam je i u drugom man-
datu. Objedinjavanjem sestrinskih struka, patologije i citologije, na nacionalnoj razini
specijalistickog usavrsavanja, buducnost citologije u KBC Rijeka od 2019. g. Ce se pisati
u zajednickom Klinickom zavodu za patologiju i citologiju.

Patologija i citologija — novi koncept objedinjene edukacije i strucnog rada

Nives Jonjic'?
'Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka
?Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka

Tocna procijena morfoloskih promjena stanice, tkiva i organa osnova je za postavljene
patocitoloske ili patohistoloske dijagnoze. Medutim, razvoj znanosti i novih tehnologija
omogucio je utvrdivanje promjena i na daleko kompleksnoj, proteinskoj i genskoj razini
Sto je bilo klju¢no za razvoj suvremene dijagnostike u okviru molekularne patologije.
Molekularna patologija je time postala znacajan i nezaobilazan ¢imbenik dijagnosticke
djelatnosti u patologiji i citologiji. Paralelno se time iskazala i potreba za dodatnom edu-
kacijom, jer uloga klinickog patologa/citologa, je vise od samog postavljanja dijagnoze,
a to je donosenje odluke o daljnjem lijecenju ili pracenju odgovora na lijecenje, Sto se
uvelike bazira na molekularnim analizama.

Zavrsetkom programa specijalizacije specijalizant patologije i citologije stjece kompe-
tencije davanja misljenja o dijagnozi i lijecenju bolesti kao i o neposrednim i posrednim
uzrocima smrti. Takoder je sposoban razloziti najcesce mehanizme nastupanja oStecenja
ili smrti. Nadalje, program specijalizacije predvida i upoznavanje dijagnosticko/progno-
sticke vrijednosti molekularnih analiza u klinickoj praksi i indikacije za njihovu primjenu.
Medutim, potonje steceno znanje nije dostatno za razumijevanje i provedbu svih mole-
kularnih analiza, pa tako i tehnologije DNK/RNK sekvenciranja u okviru molekularne
patologije.

Upravo stoga, Sto prije, treba organizirati i uvjetovati dodatnu edukaciju za patologe/
citologe, sa ciljem stjecanja dodatnog teoretskog znanja i laboratorijskog iskustva, za rad
u laboratoriju za molekularnu patologiju. Objedinjenom edukacijom specijalisti patolo-
gije/citologije mogu ne samo korelirati histoloske i citoloske nalaze u cilju postavljanja
dijagnoze, vec i procijeniti kvalitetu i izvrsiti konacni odabir najadekvatnijeg uzorka,
citoloskog ili histoloskog, za dodatne molekularne analize u cilju postavljanja konatne
dijagnoze, prognoze bolesti ili predikcije odgovara na terapiju. U okviru molekularne
patologije ovakav strucni pristup svakako osigurava ne samo kvalitetu, vec i brzinu te
isplativost analize.

Uloga citotehnologa u klinickom citoloskom laboratoriju

Gordana Fumic, Renato Resetar, Zeljka Kusen
Klinicki bolnicki centar Rijeka

Od potetka razvoja citologije u Hrvatskoj, klinicarima su laboratorijski tehnicari asistirali
kod uzimanja i pripreme materijala za citolosku pretragu, a mikroskopirajuci uz citologe,
takoder su naucili razlikovati normalne od patoloski promijenjenih stanica, narocito u
eksfolijativnom materijalu. Akademske godine 1968./1969. zapocinje sustavna edukacija



citotehnicara prvim tetajem odrzanim u Zagrebu kojeg su organizirali i vodili citolozi.
Tecaj se sastojao od teoretskog i prakticnog dijela te zavrSnog ispita. Najveci dio nastave
odnosio se na ginekolosku citologiju, ali je bila ukljucena i pulmoloska, hematoloska i
sva ostala podrucja citologije.

Kako bi se tecaj priznao kao kvalifikacija i ukljucio u postojeci sustav Skolstva, 1981.
godine uveden je jednogodisnji program za edukaciju citotehnicara/citotehnologa, koji
je dobio status V stupnja obrazovanja, odrzavao se u Zagrebu. Od 1981.godine do 1992.
godine na taj nacin educirano je 78 citotehnicara/ citotehnologa. Posljednji tecaj odrzan
je 2014. godine i jos nije definirano da li Ce se edukacija citotehnologa i dalje odrzavati
u obliku tecaja ili ce se ukljuciti u neki strucni studij.

Citotehnolozi i citotehnicari organizirani su u Hrvatskoj udruzi citotehnologa (HUCIT)
koja je osnovana 06. ozujka 2003. godine sa ciljem okupljanja zdravstvenih djelatnika
medicinsko-laboratorijske struke — citotehnologa, usavrsavanja i kordinacije rada iz do-
mene struke, zalaganja za uskladivanje nastavnih planova i programa prema danasnjim
dostignucima razvoja citodijagnostike, kao i unapredenja obrazovanja citotehnologa, u
suradnji s HDKC. Pri svakom Hrvatskom kongresu klinicke citologije HUCIT organizira
simpozij citotehnologije na kojem se izmjenjuju iskustva s kolegama unutar Hrvatske ali
i s gostima iz inozemstva. Prvi simpozij citotehnologa odrzan je 2005.godine u Opatiji.
Udruga danas broji 122 citotehnologa. Na Zavodu za klinicku citologiju KBC Rijeka za-
posleno je 11 citotehnologa sa zavrSenim tecajem i 2 educiranih uz rad u laboratoriju.
Posao citotehnologa u klinickom citoloskom laboratoriju je kompleksan i obuhvaca i rad
s pacijentima (vadenje perifernih krvnih razmaza, uzimanje nekih eksfolijativnih uzoraka,
asistiranje pri punkcijama), i prijem i verifikaciju svih uzoraka i pripadajuce dokumentaci-
je, tehnicku obradu svih bioloskih uzoraka koji dolaze u citoloski laboratorij, bojanje pre-
parata standarnim metodama MGG-a i Papanicolau, analizu (“skriniranje”) uzoraka po-
mocu svjetlosnog mikroskopa, uz izdvajanje patoloskih uzoraka, izvodenje citokemijskih i
imunocitokemijskih bojenja, primjena raznih metoda molekularne dijagnostike, priprema
stanicnih blokova do uklapanja u parafin, vodenje kartoteke i arhiviranje svih citoloskih
preparata, upisivanje u bolnicki informaticki sustav i, Sto je od posebnog znacaja, izda-
vanje negativnih citoloskih nalaza papa testova. Citotehnolozi koji se bave ginekoloskom
citologijom imaju mogucnost testiranja svog znanja i na medunarodnim QUATE ispitima
koji se odrzavaju jednom godisnje uz europske kongrese klinicke citologije.
Citotehnolozi su izuzetno vazan dio svakog citoloskog tima. Posao je odgovoran i za-
htjevan, te osim znanja citologije, osnova patologije i opcih medicinskih i laboratorijskih
znanja i vjestina, podrazumijeva izuzetnu pedantnost, savjesnost, preciznost, otvorenost
za dodatnu i stalnu edukaciju, kao i inicijativnost i spremnost za prihvacanje novih teh-
nologija koje zahtijeva suvremena precizna medicina.

Urinary cytology: a new approach to an old problem

Margareta Strojan Flezar'
'Institute of Pathology, Ljubljana, Slovenia
“Faculty of Medicine University of Ljubljana, Ljubljana, Slovenia

Urinary cytology was conventionally used for the detection of malignant cells in patients
with unexplained hematuria and for the follow-up of patients after treatment of urinary
tract cancer. Clinical studies have shown that urinary cytology exhibited high specificity



for detecting urothelial carcinoma (>90 %), however the sensitivity range was wide in
different studies, reaching only 16 % for low grade urothelial carcinoma, which proved
to be a serious drawback for using urinary cytology as a reliable test for cancer detection.
New ancillary methods also for cytology specimens have been developed, including FISH
molecular-genetic test UroVysion, and showed initial promising results. Again the sensitiv-
ity to detect low grade urothelial cancer was below expectations.

Recently, a new paradigm evolved which suggested that detection of high grade urothelial
carcinoma has always been related not only to high specificity but also to high sensitivity
but it was the low grade urothelial carcinoma that could not be detected by urinary cytol-
ogy due to mild cytological atypia not recognized as malignant. Also molecular-genetic
studies suggested that low and high grade urothelial carcinomas develop through different
path of cancerogenesis. On the other hand, it is well known that that high grade urothelial
carcinomas are related to patients’ high morbidity and mortality, while low grade urothe-
lial carcinoma could recur in the same non-invasive behaviour for many years.

Based on the above knowledge a new system for reporting urinary cytology was established,
namely the Paris system (TPS, published in 2015) aiming to bring forward the strength of
urinary cytology to detect high grade cancer with clinically significant malignant behav-
iour while accepting that low grade urothelial neoplasia cannot be reliably detected by
cytology. With that approach the significance of atypical urothelial cells and suspicious for
urothelial carcinoma has also altered. In TPS the two categories are only related to possible
high grade urothelial carcinoma, while other “atypical” cytological changes e.g. reactive,
instrumentation or calculi related, viral cytopathic effects, post-treatment changes, etc.
are kept in the “negative for grade urothelial carcinoma” category. Low grade urothelial
neoplasia is exceptionally reported in cases with obvious fibrovascular cores in tissue frag-
ments consisting of urothelial cells, usually with mild cytological atypia.

Early studies on the implementation of TPS in routine practice suggest that urinary cytol-
ogy could win back its place in the management of patients with urological diseases by
recognizing patients at risk for high grade cancer while decreasing rate of insignificant
cytological atypia, thus enabling better personalized medical care.

Dijagnosticka vrijednost citoloske analize endometrija i kako je unaprijediti

Vesna Mahovlic
Klinicki bolnicki centar Zagreb, Zagreb

Rak endometrija je bolest starije Zivotne dobi s tendencijom porasta, pogotovo u razvije-
nim zemljama, Najnoviji podaci za Hrvatsku takoder biljeZze porast incidencije raka trupa
maternice u odnosu na prijasnja razdoblja.

Cervikalna citologija (Papa test) nije dovoljno osjetljiva za otkrivanje raka endometrija.
Razlozi niske ucinkovitosti pripisuju se anatomskim i fizioloskim Cimbenicima. Da bi se
dobio Sto veCi broj stanica bez degeneratinih promjena, jos su 1943.g. Papanicolaou i
Marchetti preporucili skupljanje endometralnih stanica direktno, s mjesta njihovog pori-
jekla. Iste godine, Cary uvodi prakticnu tehniku aspiracije uzorka iz materista, nakon ¢ega
se uvode i nove tehnike dobivanja izravnog uzorka za citolosku analizu, koje ukljucuju
uz aspiraciju, primjenu Cetkice, lavata, odnosno irigaciju sadrzaja iz materista. Dakle,
s obzirom na nacin dobivanja materijala, razlikuje se direktan (sadrZi reprezentativan
broj ocuvanih endometralnih stanica) i indirektan citoloski uzorak endometrija (dobiven



spontanom deskvamacijom, obi¢no degenerativno promijenjenh endometralnih stanica).
Osim navedenih metoda uzimanja, na izgled stanica u citoloskim uzorcima utjecu i drugi
cimbenici, kao Sto su: mjesto porijekla stanica, utjecaj hormona (dan menstruacijskog
ciklusa, menopauza) kao i tehnicka priprema uzorka za citolosku analizu. Sukladno na-
vedenom, a u cilju primjerene citoloske evaluacije endometrija, potrebno je citologu,
osim podatka o datumu zadnje menstruacije, dobi i klinicke dijagnoze, navesti i podatke
o terapiji (hormoni), unutarmaternicnom ulosku, neposrednom ulasku u materiste.
Citomorfoloske osobine u razlikovanju normalnih endometralnih stanica od reaktivnih i
hiperplasticnih, odnosno hiperplasticnih od malignih su opisani, ali nisu jasno definirani,
te zahtijevaju izuzetno iskustvo i vjestinu od strane citologa. U tim slucajevima, u indi-
rektnom uzorku, ako su prisutne endometralne stanice (obicno ih je vrlo malo), nalaze
se tijekom druge faze ciklusa, obitno u Zena nakon 40.-45. godine Zivota ili tijekom
menopauze. Citolog procjenjuju citomorfoloske promjene na endometralnim stanicama,
izgled pozadine razmaza kao i njegov hormonalni status. U direktnim uzorcima, ako su
prisutni fragmenti tkiva, primijeniti ce se patohistoloski kriteriji u diferencijalnoj citolos-
koj dijagnozi endometrija, pogotovo za hiperplazije bez atipija. Naime, direktni citoloski
uzorci endometrija obicno sadrze obilje normalnog i hiperplasticnog endometrija. Ovi-
sno o tipu hiperplazije, citomorfoloski se nalaze jedva uocljive, blago promjenjene endo-
metralne stanice, ali sa razlicito izrazenim promjenama u arhitekturalnom odnosu medu
nakupinama stanica (hyperplasia simplex, hyperplasia complex), ili polimorfne promjene
na stanicama (hyperplasia simplex atypica, hyperplasia complex atypica;), koje su jo$
izrazenije kod karcinoma endometrija. Kao sto je navedeno ranije, osjetljivost citologije
za otkrivanje raka endometrija, primjenom indirektnih uzoraka, ne zadovoljava (~50%),
a jos je niza za pojedine tipove hiperplazija, dok ce se u direktnim citoloskim uzorcima,
ovisno o prisutnosti fragmenata tkiva, karcinom otkriti u 90% do > 95%, a hiperplazije u
50% - 90% bolesnica.

Upravo zbog diferencijalno dijagnostickih poteskoca u citologiji endometrija, uvode se
uz standardno citolosko bojanje (Papanicolaou, May-Grunwald-Giemsa) i citomorfolos-
ku analizu, i druge metode, kao Sto je analiza tekuceg uzorka (LBC - liquid based cyto-
logy), analiza AgNOR-a, morfometrija, slikovna (,image”) DNA analiza, imunocitokemij-
sko odredivanje onkogena.

Uloga Papa testa u eri molekularne dijagnostike

Snjezana Stemberger-Papic, Damjana Versa Ostojic, Morana Dinter, Danijela
Vrdoljak-Mozetic
Klinicki bolnicki centar Rijeka

Papa test je najbolji morfoloski test probira za rak koji analizom citologije vrata materni-
ce otkriva predstadije i rane stadije raka vrata maternice. Jednostavan je i prihvatljiv za
uzimanje, a s druge strane tocan i jeftin, $to je vazno zbog obrade velikog broja uzoraka
u programima probira. U svrhu standardizacije citoloskih nalaza vrata maternice u cijeloj
Hrvatskoj koristi se modifikacija ,Bethesda” klasifikacije. Obrazac sadrzi klinicke podat-
ke o pacijentici koje ispunjava ginekolog i citoloski nalaz kojeg na osnovu analize Papa
testa pod svjetlosnim mikroskopom izdaje klinicki citolog.

George N. Papanicolaou je davne 1928. godine proucavajuci hormonalno sazrijevanje
vaginalne sluznice otkrio tumorske stanice raka vrata maternice, te se smatra ocem cer-



vikovaginalne citologije. Usavrsio je nacin bojanja citoloskih preparata koji se uz male
izmjene koristi i danas i naziva se Papanicolaou bojanje. Od pedesetih godina proslog
stoljeca Papa test postaje ucinkovita metoda prevencije raka vrata maternice koja se pro-
Sirila u razvijenim zemljama. Kada se implementira u organizirane nacionalne probire
moze dramaticno smanijiti, smatra se i do 80%, incidenciju i mortalitet od raka vrata
maternice. Papa test u prevenciji raka vrata maternice jedan je od najznacajnijih medi-
cinskih dostignuca svih vremena. U organiziranim sustavima probira Papa test se uzima
u pravilnim intervalima od 20. do 64/70. godine Zivota. U Hrvatskoj se koristi u okviru
oportunistickog probira, a od 01. 12. 2012. u organiziranom nacionalnom probiru.
Nakon nekoliko desetljeca iskustva u primjeni konvencionalnog Papa testa postalo je
jasno da unatot visokoj specificnosti (preko 95 %) osjetljivost (50-85 %) nije zadovolja-
vajuca, pa se stoga pocinju razvijati nove tehnologije u pripremi i obradi papa testa (teku-
cinska citologija), HPV testiranje te primjena molekularnih biljega. Tekucinska citologija
(LBC) smanijila je broj neadekvatnih uzoraka i omogucila primjenu kompjuterski asisti-
rane analize uzoraka, prvenstveno u razvijenim i bogatim zemljama. Izradom dodatnih
stakalaca iz iste bocice omogucuje se primjena razlicitih bioloskih biljega karcinogeneze
vrata maternice. Dokazi o vezi humanog papiloma virusa (HPV) i raka vrata maternice
koji su potvrdeni tijekom devedesetih godina prosloga stoljeca doveli su do razvoja niza
HPV testova koji se temelje na detekciji virusne DNA ili RNA iz cervikalnog brisa. Zbog
visoke osjetljivosti (preko 95 %) velik broj zemalja uveo je detekciju visokorizicnog HPV-
a u probir za rak vrata maternice i to kao refleksni test, test pracenja ili kao primarni test
probira umjesto Papa testa odnosno u kombinaciji s Papa testom (ko-testiranje). Takoder,
rastuca saznanja o vezi HPV infekcije i raka vrata maternice dovela su do stvaranja pro-
filaktickih cjepiva s ciljem primarne prevencije ove zlotudne bolesti. Metode temeljene
na bioloskim biljezima posljednjih godina sve cesce se primjenjuju na citoloskim uzor-
cima vrata maternice u svrhu poboljsanja osjetljivosti i specificnosti citologije. Idealnim
biomarkerom smatrao bi se onaj koji se moze jednostavno koristiti, koji je ucinkovit u
klinickoj primjeni te koji moze predstavljaviti dopunu ili zamjenu za Papa i HPV test.
Najpoznatija i najcesce primjenjivana metoda na citoloskim uzorcima vrata maternice
jest dvojno bojenje pomocu p16 i Ki-67 imunocitokemijskih biljega.

Uz nova saznanja, testove i istrazivanja svakim se danom poboljSavaju mogucnosti otkri-
vanja premalignih promjena i minimalno invazivnih lezija vrata maternice. Uvodenjem
HPV testa u primarni probir, citologija vrata maternice postaje dijagnosticka pretraga
koja u kombinaciji s biomarkerima moZze dati precizne odgovore o predikciji lezija vrata
maternice.

Citologija jajnika- mogucnosti i perspektive za buducnost

Damjana Versa Ostojic, Danijela Vrdoljak-Mozetic, Snjezana Stemberger-Papic
Klinicki bolnicki centar Rijeka

Citologija jajnika ima svoje mjesto u dijagnostickom postupku obrade pacijentica s funk-
cionalnim ili neoplasticnim promjenama koja je posebno sloZena zbog heterogenih tu-
morskih procesa jajnika kao i ogranictene dijagnostike. U rutinskom radu koristi se u
prijeoperacijskoj obradi, intraoperacijski kao i u poslijeoperacijskom razdoblju pracenja.
S tom svrhom citoloski se analiziraju raznovrsni uzorci kao §to su slobodna tekucina il
ispirak peritoneja, sadrzaj ciste jajnika, otisci rezne plohe tumora ili limfnog ¢vora te
punktati tumora ili limfnog ¢vora.



Prijeoperacijska citoloska analiza ascitesa i citoloska punkcija metastatskih tvorbi kod
pacijenata s tumorom jajnika na temelju citomorfologije i imunocitokemije mogu ukazati
na vrstu tumorskog procesa $to je posebno znacajno kod metastatskih tumora jajnika koji
zahtijevaju drukciji dijagnosticki protokol.

Citologija je posebice znacajna u analizi tekucih uzoraka iz zdjelice dobivenim pri ope-
racijskom zahvatu te je obavezno ukljutena u odredivanje stadija maligne bolesti. Intra-
operacijska primjena citologije otiska tumora u kombinaciji sa smrznutim rezom dopri-
nosi porastu dijagnosticke tocnosti i daje korisne informacije posebno u slucajevima ote-
Zane interpretacije smrznutog reza. Studija rijecke grupe pokazala je ukupnu osjetljivost
citologije otiska rezne plohe tumora (benigni, atipicno proliferirajuci i maligni tumori) od
95.9 % te ukupnu specificnost od 97.9 %. U slucajevima tumora jajnika metastatskog
podrijetla intraoperacijska citomorfoloska dijagnoza bila je totna u 55% slucajeva. Tako-
der, citoloski otisci tumora predstavljaju kvalitetan materijal za dodatne metode kao sto
su kompjuterizirana analiza slike ili analiza AgNOR-a.

Poslijeoperacijska citologija koristi se kod pacijenata s malignom bolesti jajnika u prace-
nju uspjeha lijecenja ili otkrivanju recidiva bolesti.

Razvojem metoda dijagnostike neoplasticnih lezija jajnika kao i novim pristupima lije-
cenja uznapredovale maligne bolesti jajnika, gdje neoadjuvantna kemoterapija prethodi
citoredukcijskom kirurskom lijecenju, citoloske metode dobivaju novo mjesto u dijagno-
stickim postupnicima. Prednost se sve viSe daje uzorcima, kao $to su citoloski uzorci, koji
se dobivaju minimalno invazivnim zahvatima. Primjena tehnologije stanicnih blokova
najcesce omogucuje dobivanje celularnih uzoraka pogodnih za standardiziranu i auto-
matiziranu primjenu imunocitokemije. U novije vrijeme testira se koriStenje citoloskih
uzoraka ascitesa s malignim stanicama sa svrhom molekularnih testiranja kao Sto je de-
tekcija mutacija BRCA 1/2 gena u pacijentica sa seroznim karcinomom jajnika visokog
gradusa.

Suvremena primjena citologije jajnika zahtijeva poznavanje patogeneze promjena jajni-
ka, njihovih citomorfoloskih slika kao i imunocitokemijskih i novih molekularnih metoda
s ciljem precizne dijagnostike i predikcije.

Buduca uloga koloskopije u prevenciji raka vrata maternice

Alemka Brncic - Fischer
Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka

Na prostoru Europe postoji nekoliko razlicitih smjernica u detekciji raka vrata materni-
ce. Dobro organizirani probir smanjuje incidenciju i smrt od raka vrata maternice. U
poboljsanju ucinkovitosti probira od neprocjenjive je vaznosti kontrola kvalitete kako u
kolposkopiji tako i u svim dijelovima probira.

Meta-analiza Mitchella i sur. pokazala je visoku osjetljivost kolposkopije (85%), ali znat-
no losiju specificnost (69%) sto ima za posljedicu visok udio lazno pozitivnih nalaza lezi-
ja visokog stupnja. Novije studije navode jos slabiju osjetljivost za lezije visokog stupnja
(49%-61%). Osjetljivost ciljane biopsije (pod kontrolom kolposkopije) u detekciji prema-
lignih lezija kod abnormalnog citoloskog nalaza je oko 70%. Pad incidencije karcinoma
vrata maternice posljedica je uvodenja HPV cjepiva i HPV skrining programa.

Obzirom na raznolikost metoda probira iskazana je potreba za da se na podrucju Europe
definiraju standardi u kolposkopiji i smjernicama za detekciju karcinoma vrata mater-



nice. Definirano je Sest standarda kao indikatori kvalitete u kolposkopiji poznatih pod
nazivom Delphi standardi. Oni ukljucuju slijedece parametre: postotak ekscizijskih za-
hvata koji sadrzavaju CIN2+ (86%), postotak slucajeva koji prije zahvata imaju ucinjenu
biopsiju (100%), postotak ekscizijskih zahvata sa Cistim rubovima (80%), dokumentacija
o vidljivosti Citave skvamo-kolumnarne granice (100%), broj kolposkopija ucinjenih go-
disnje kod lezija niskog gradusa (>50) i kod lezija visokog stupnja (50).

Nove inovacije i tehnike na polju kolposkopije kao $to su modificirani algoritmi probira,
trijazni testovi i upotreba DySIS (dynamic spectral imaging) nastoje smanjiti subjektivnost
kao vodeci problem u kolposkopiji. Uvodenje HPV cjepiva i HPV probira smanijit ce
incidenciju raka vrata maternice i CIN3 lezija ali Ce stvoriti nove izazove zbog snizene
pozitivne prediktivne vrijednosti u kolposkopiji i povecanog rizika ,over treatment” po-
stupaka. Usprkos brojnim pokusajima i uvodenjem novih smjernica smatra se da danas
ne postoji bolja alternativa od kolposkopije u prevenciji raka maternice.

Citodijagnostika tumora malih okruglih stanica - uloga novih tehnologija
- izazov za citologe

Ika Kardum-Skelin'-
'Klinicka bolnica Merkur, Zagreb
*Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zagreb

Dijete nije ,odrasli u malom” te iako klinicke i morfoloske karakteristike mogu biti iden-
ticne, sam tijek bolesti, prognoza i lijecenje mogu biti razliciti. Najcesci solidni tumori
djecje dobi su tumori malih okruglih stanica (engl. small round cell tumors - SRCT) koji
ukljucuju: Ewingov sarkom/primitivni neuroektodermalni tumor EWS), neuroblastom,
limfom, nefroblastom (Wilmsov tumor), hepatoblastom, rabdomiosarkom, dezmoplastic-
ni SRCT. Razlicitog su podrijetla, predstavljaju heterogenu skupinu malignih neoplaz-
mi, vrlo su slicnih histoloski i citoloski s prisutnim nediferenciranim, uniformnim, malim
okruglim stanicama velikih, hiperkromatskih jezgara.

Ewingov sarkom - predstavlja primitivni neuroektodermalni tumor u djece. Citoloski se
vide pojedinacne stanice ili male kohezivne grupe nediferenciranih malih okruglih sta-
nica bez utiskivanja jezgara, ponekad prisutnih pseudorozeta, karakteristicnog imunofe-
notipa (CD99 ++, Vimentin +, neuron specificna enolaza (NSE)+/-, Citokeratin (CK) -/+),
cesto s genetskim abnormalnostima t(11;22)(q24;q12), MIC2 gen+. Neuroblastom - je
ekstremno maligni solidni tumor djecje dobi, kod 25% djece je kongenitalan. Citomor-
foloski se nalaze male primitivne stanice s oskudnom citoplazmom uz slabo do dobro
formirane rozete te fibrilarni matrix, a mjestimicno i multinuklearne ganglijske stanice.
Imunofenotipski su NSE++, CK-, NF +, CD99-, Vimentin +/- i Sinaptofizin (SYN)+. Ge-
netski se moze naci del1p, n-myc i DNA hiperploidija. Rabdomiosarkom - ovaj tumor
je najcesci sarkom mekog tkiva u djece. Razlikujemo tri subtipa: embrionalni, alveolarni
te pleomorfni tip. Citoloski se radi o nezrelim tumorskim stanicama koje su citokemijski
i imunocitokemijski pozitivne na PAS, vimentin i dezmin, a negativne na limfomske i
epitelne biljege, pri cemu dodatne tehnologije (citogenetika, protocna citometrija, mole-
kularna analiza) ne samo da mogu biti od pomoci vec u nekim slucajevima dovode do
definitvne dijagnoze. Wilmsov tumor - citoloski se sastoji od tri komponente: epitelne,
sarkomske i blastomske u razlicitim proporcijama. Ovisno o tome nalazi se pojedinacne
ili u rahlim nakupinama male okrugle stanice, slabo vidljivih nukleola, srednje obilne ci-



toplazme uz izvjestan polimorfizam. Imunofenotipom (CD10+, VIM+ i CK+), eventualno
citogenetikom (del16p13, del11p13, del11p15.5) i morfologijom dijagnoza moze biti
decidirana. Non-Hodgkin limfomi (NHL) - limfoblasticni - Limfoblasticni (LBL) NHL-i u
djecjoj dobi mogu biti T i B. T-LBL ¢ine 85-90% limfoblasticnih limfoma, a leukemijska
slika (T limfoblasticna leukemija) 15% leukemija djece. Cesto je tumorska masa u medi-
jastinumu (50% LBL) ili drugom tkivu, a nisu rijetki niti pleuralni izljevi. NHL — Burkittov
limfom (BL) - morfoloske varijante dijele ga u klasican BL, BL s plazmacitoidnom dife-
rencijacijom (clg) i atipicni BL/BL-like (MYC translokacija). Najcesce se sastoji od mono-
morfnih limfaticnih stanica, okruglih jezgara, bazofilnih nukleola, bazofilne citoplazme s
lipidnim vakuolama. Mogu se naci mitoze, a u pozadini se vide brojni makrofagi sto daje
sliku zvjezdanog neba tzv. (engl. starry — sky), fenotipa IgM+, panB+, CD10+, BCL6+,
Ki-67+, CD5-, CD23-, BCL2- i citogenetski s t(8,14).

Zakljucak - Interpretacija citoloskog nalaza solidnih tumora malih okruglih stanica djecje
dobi je lagana ako se citomorfologija korelira s relevantnim citokemijskim, imunocitoke-
mijskim, genetickim i molekularnim nalazima iz citoloskog svjezeg uzorka te klinickim
karakteristikama.

Vaznost citologije u dijagnozi, lijecenju i prognozi akutne limfoblasticne
leukemije u djece

Jelena Roganovic'?
'Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka
*Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka

Akutna limfoblasticna leukemija (ALL) je najcesca maligna bolest u djece, s udjelom od
25% svih pedijatrijskih neoplazmi. Ova heterogena grupa bolesti klasificira se na osnovu
citomorfoloskih, imunoloskih, citogenetickih i molekularnih obiljezja leukemijskih stani-
ca. Citoloska analiza kostane srzi je prvi korak u dijagnozi vecine pedijatrijskih bolesnika
i odreduje dodatne laboratorijske testove. Temelji se na FAB klasifikaciji koja dijeli ALL na
osnovu morfoloskih obiljezja u tri podtipa: L1, L2 i L3. Podudarnost medu ispitivacima koji
rabe FAB sustav je relativno visoka. Oko 80% djece s ALL ima predominantno L1 morfo-
logiju, 14% ima L2 i 1% ima L3. Limfoblasti L3 podtipa imaju imunofenotipska i geneticka
obiljezja zrele B-ALL. Nasuprot tome, nije utvrdena korelacija izmedu L1 i L2 podtipa s
bioloskim obiljezjima malignih stanica. Novija klasifikacija Svjetske zdravstvene organiza-
cije objedinila je podatke dobivene citomorfoloskim, imunofenotipskim, citogenetickim i
molekularnim analizama pojedinihhematopoetskih i limfoidnih neoplazmi.

Prema bioloskim i klinickim znacajkama te ranom odgovoru na terapiju, djeca s ALL se di-
jele u grupu standardnog, intermedijarnog i visokog rizika, a lijeCe citostatskom terapijom
prilagodenom grupama rizika. Citoloska analiza razmaza periferne krvi i kostane srzi vaz-
na je i u pracenju odgovora na lijecenje. Citomorfoloski kriteriji koji svrstavaju bolesnike u
visokorizicnu grupu pedijatrijskih ALL su nalaz 21000 blasta /pl periferne krvi 8. dana tera-
pije i 5% blasta u punktatu kostane srzi 33. Dana terapije. Citomorfoloski kriterij remisije
bolesti je, kao i kod odraslih, nalaz <5% blasta u kostanoj srzi uz oporavak hematopoeze.
Cesto se samo na temelju citomorfologije ne moZze razlikovati regeneracija normalne he-
matopoeze s vecim udjelom mladih stanica od zaostalih malignih hematopoetskih stanica
(minimalna ostatna bolest, MRD). Kombinacijo citoloskih te imunoloskih i molekularnih
tehnika znacajno se povecava razina osjetljivosti citomorfoloskog prepoznavanja MRD.



Nekoliko je ranijih ispitivanja ukazalo na prognosticku vrijednost FAB klasifikacije. L1
morfologija je bila udruZzena s vecom stopom remisija u indukciji i boljim preZivljenjem
od L2 morfologije. Bolesnici s L3 morfologijom su imali najlosiju prognozu. Novija multi-
centricna ispitivanja pedijatrijskih ALL su potvrdila da su ALL s visokom hiperdiploidijom
i st(12;21) (p13;922) [ETV6-RUNXT(TEL-AML1)] udruZene s dobrom prognozom; ALL s
(9;22)(q34;q11) [BCR-ABL1] i hipodiploidijom imaju losu prognozu. Dojenacka B-ALL
s MLL (11q23) preuredenjem udruZzena je s hiperleukocitozom, zahvacenoscu sredisnjeg
Zivcanog sustava i loSom prognozom.

Zakljutno, citologija je i danas neizostavna pretraga u dijagnozi, lijecenju i prognozi
pedijatrijske ALL. Optimalan pristup djetetu s ALL ukljucuje korelaciju citomorfoloskog
pregleda periferne krvi i kosStane srzi s relevantnim imunoloskim, citogenetickim i mole-
kularnim rezultatima te s klinickim nalazom.

Stanicni blokovi — poveznica citoloske i patohistoloske dijagnostike

Irena Seili-Bekafigo, Koraljka Rajkovi¢c Molek, Christophe Stemberger
Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka

Jedna od najvaznijih znacajki klinicke citologije je minimalna kolicina bioloskog materi-
jala potrebna za analizu, do kojeg se dolazi minimalno invazivnim postupcima. U veli-
kom broju slucajeva dijagnoza se moZze postaviti citomorfoloskom analizom standardno
obojenih citoloskih preparata. U nekim slucajevima, prvenstveno u dijagnostici tumora,
potrebno je koristiti dodatne postupke, kao $to su citokemijska i imunocitokemijska boje-
nja. Tu se pojavljuju odredene poteskoce, kao sto je nedovoljan broj kvalitetnih razmaza,
nepredvidiva kolicina stanica za analizu u pojedinom preparatu, problem standardizacije
bojenja, pretretman za prikazivanje nuklearnih antigena, nemogucnost izvodenja poje-
dinih bojenja na citoloskim preparatima. S druge strane, potrebe za dodatnim analizama
vaznim i u dijagnozi i prognozi, kao i u odabiru terapije, u danasnjoj eri precizne me-
dicine i personalizirane terapije sve su vece, uz imperativ sto manje invazivnosti dija-
gnostike. Upravo tu svoje mjesto nalazi tehnika stanicnih blokova (SB), koja objedinjuje
prednosti citologije i patohistologije. Sama tehnika datira s kraja XIX stoljeca, i u pocetku
se koristila kao nadopuna morfoloskoj analizi. U nas se donedavno koristila vrlo malo,
vjerojatno iz razloga Sto vecina citoloskih laboratorija nije bila povezana s patohistolos-
kim laboratorijima, Sto je neophodno radi opreme potrebne za izradu preparata.

U Zavodu za klinicku citologiju KBC Rijeka, u suradnji sa Zavodom za patologiju Medi-
cinskog fakulteta u Rijeci, tehnika SB potela se primjenjivati krajem 2016. god, prvo na
uzorcima vezanim za plucnu patologiju (cetkama bronha pri bronhoskopiji, pleuralnim
izljevima), a zatim i za dijagnostiku ascitesa te punktata solidnih lezija, prvenstveno me-
tastaza u limfnim ¢vorovima. Primjenjuje se agar-metoda pripreme uzoraka, a postoje i
brojne druge metode. Od uvodenja metode do danas izradeno je vise od 1500 stanicnih
blokova. Koristeni su za diferencijalnu dijagnozu tumora raznih lokalizacija, te odredi-
vanje prognosticki i terapijski znacajnih parametara (ALK, TTF, Her-2 imunohistokemij-
skom i SISH metodom, ER, PR, ...). Na taj nacin omoguceno je kompletiranje dijagno-
stickog postupka prema aktualnim protokolima za subtipizaciju karcinoma dojke i pluca
u slucajevima kada histoloski uzorak nije dostupan, te za tipizaciju metastatskih tumora.
Stanicni blokovi predstavljaju izrazito vrijednu metodu koja je komplementarna citolos-
koj analizi i zadovoljava zahtjeve suvremene precizne medicine. Prikladni su kako za



imunohistokemijske tako i za molekularne tehnike (lan¢anu reakciju polimeraze - PCR,
kvantitativni PCR, in situ hibridizaciju - ISH), pa i za NGS. Znacajno je i da se na taj nacin
materijal moZze dugorocno ocuvati za potrebe buducih istraZivanja. Jedno od najvecih
ogranicenja SB-a je nedostatna celularnost uzorka u pojedinim slucajevima, pa se meto-
dologija trajno unapreduje u cilju poboljsanja kvalitete.

Dijagnostika raka pluca - citologija nakon morfologije

Christophe Stemberger, Morana Dinter, Roberta Rubesa-Mihaljevic
Klinicki bolnicki centar Rijeka, Rijeka

Rak pluca jedna je od najcescih malignih bolesti danasnjice, a karcinomi ne-malih stani-
ca pluca (eng. non-small cell lung cancer - NSCLC) su najzastupljenija skupina primar-
nih malignih tumora pluca.

Osnovni dijagnosticki postupci kojima se dobiva materijal za analizu su bronhoskopija,
transtorakalna punkcija/biopsija ili otvorena biopsija. U KBC Rijeka, vise od 80% karci-
noma ne-malih stanica bude dijagnosticirano na malim uzorcima: citoloskim uzorcima
ili malim bioptatima, najcesce dobiveni bronhoskopijom. U kategoriji citoloskih uzora-
ka, u dijagnostici primarnih malignih tumora pluca najcesce su zastupljeni otisci biopta-
ta i razmazi bronhalnih cetki, kao i aspirati tankom iglom i pleuralni izljevi.

Uslijed razvoja novih terapijskih opcija, danas se dijagnostika raka pluca ne zaustavlja
samo na odredivanje morfoloskog podtipa bolesti, vet je potrebno odrediti i molekularni
podtip bolesti kako bi bolesnici mogli dobiti primjerenu terapiju.

Kako bi se pribavilo dovoljno materijala za sve potrebne morfoloske i molekularne ana-
lize, potrebna je i uska suradnja izmedu morfologa i bronhoskopicara prilikom samog
postupka bronhoskopije, pri cemu se moze doci do preliminarnog nalaza putem brze
citoloske procjene materijala (eng. ROSE — rapid on-site evaluation). Osnovni zadatak
takvog pristupa je osigurati dovoljnu kolicinu materijala za morfolosku i dijagnosticku
imunocitokemiju/imunohistokemiju kako bi se odredio morfoloski podtip malignog tu-
mora, kao i osigurati dovoljnu kolicinu kvalitetnog materijala za dodatne molekularne
(detekcija specificnih mutacija/delecija EGFR gena), imunohistokemijske (ALK, PD-L1,
ROS1) ili FISH (ALK; ROS1) analize prediktivnih biljega koji odreduju kasniji terapijski
pristup.

U skladu sa time, od citologa se otekuje da prati moderne trendove, te da primjenjuje,
adaptira i razvija nove dijagnosticke protokole.

Citologija Stitnjace- suvremeni pristup i klasifikacija

Koraljka Rajkovic Molek, Irena Seili-Bekafigo
Klinicki bolnicki centar Rijeka

Citoloska analiza je nezaobilazna metoda u dijagnostici nodoznih promjena Stitnjace.
Cvorovi u stitnjaci imaju veliko javnozdravstveno znacenje obzirom na visoku ucestalost.
Ultrazvucno ih se moZe otkriti u tak do 70% ljudi, ali samo u malom broju radi se 0 ma-
lignim tumorima. Citologija je snazan alat za izdvajanje malignih i suspektnih promjena
i izbjegavanje nepotrebnih operacija u benignim stanjima i posljedicno trajne supstitucij-
ske terapije Sto utjece na kvalitetu Zivota i predstavlja trosak za zdravstveni sustav.



Stvaranje cvorova posljedica je degenerativnih promjena, odnosno fizioloskog procesa
starenja Stitnjace. Najcesce se radi o multinodoznim strumama koje su narocito Ceste u
krajevima s endemskom gusavoscu. Indikacije za citolosku punkciju su solitarni cvorovi
veci od jednog centimetra ali i manji odnosno oni u ¢vorasto promijenjenim Stitnjacama
ukoliko su jace prokrvljeni, solidni, scintigrafski hladni ili na drugi nacin suspektni. Punk-
cije se izvode pod kontrolom ultrazvuka.

Hipotireoza, hipertireoza, cisticna degeneracija, autoimune bolesti, neki lijekovi kao i
tumori mogu biti uzrok izrazite polimorfije u citomorfologiji aspirata Stitnjace. U cilju
ujednacavanja nalaza i terminologije u opisima, zakljuccima i preporukama 2006. god
usvojena je Bethesda klasifikacija uz reviziju iz 2017. god. Razlikuje se Sest kategorija
citoloskih nalaza: | preoskudan ili tehnicki neadekvatan materijal; Il benigne promjene,
najcesce nodozna struma i Hashimoto tireoiditis.; Ill folikularna lezija ili atipija epitela
nejasnog znacenja; 1V folikularni tumor; V promjena suspektna na malignitet; VI maligni
tumori, od kojih je najcesci papilarni karcinom zatim folikularni, medularni, anapalstic-
ni karcinom ili pak metastaze ili limfomi. Svaka je kategorija odredena prema jasnim
morfoloskim kriterijima i temeljena na procijenjenom riziku za malignitet uz definirane
preporuke za dalji postupak s bolesnikom za svaku pojedinu kategoriju.

Operacijsko lijecenje indicirano je za maligne i suspektne promjene. To su kategorije
Vi Vli nalaze se u 3-8 % ukupnog broja punktiranih promjena s rizikom za malignitet
85-99%. U slucajevima atipije i folikularne promjene (kategorije Ill i IV) u 3-30% pun-
ktiranih €vorova s rizikom za malignitet 15-30% postoji potreba za dodatnim testovima
prije operativnog zahvata. Takav je test gene expression classifier (GEC) koji se koristi za
potvrdu benigne lezije. Da bi test usao u rutinsku primjenu potrebno je postici pozitiv-
nu prediktivnu vrijednost iznad 95%. Dosadasnji rezultati njegove primjene su oprec-
ni, prvenstveno zbog prekratkog perioda pracenja bolesnika. Targeted Next-generation
sequencing tNGS (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, PAX8/PPARG, RET/PTC) se koristi u svrhu
potvrde maligniteta preoperativno da bi se izbjegla naknadna operacija drugog reznja
stitnjace. Ovaj test nije do sada dostigao negativnu prediktivnu vrijednost vecu od 95%.
Iz navedenih razloga ovi testovi jo$ nisu usli u europske smjernice za postupanje kod
bolesnika s nodoznom promjenom Stitnjace.

Tako unatot napretku razlicitih metoda i testova, citomorfologija i dalje ostaje osnovna
pretraga u evaluaciji nodoznih promjena u Stitnjaci. Brojni radovi su pokazali da je cito-
loska analiza jednostavna, brza i pouzdana metoda za dijagnostiku promjena u stitnjaci
Cija specificnost iznosi 72 do 100% (96-100% za papilarni karcinom) i osjetljivost 65-
98%. Primjenom Bethesda klasifikacije moguce temeljem procijenog rizika za malignitet
dati preporuke za dalji postupak. Time je omogucen isti standard dijagnostike i lijecenja
u razli¢itim centrima uz istovremeno individualni pristup svakom pojedinom bolesniku.



