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1. UvOD

Klini¢ka citologija morfoloska je grana medicine koja proucava i dijagnosticira bolesti
na stani¢noj razini. Citodijagnostika zauzima glavno mjesto u prepoznavanju i dijagnostici
razliCitih stanja analizom stanica u standardno obojenim razmazima. Citoloske pretrage Su
morfoloske, minimalno invazivne i neagresivne pretrage, jednostavne kako za izvodenje tako i
za bolesnika, brze, to¢ne i pouzdane. Primjenjuju se odmah na pocetku dijagnostickog
postupka, ¢ime se Cesto moze izbjeci slozenije i agresivnije, skuplje i za pacijenta neugodnije
postupke. Standardna citomorfologija osnova je na temelju koje se donosi odluka o dodatnim
tehnologijama iz citoloSkog uzorka i/ili direktno na citoloSkim razmazima (citokemija,
imunocitokemija, proto¢na citometrija, molekularna analiza i citogenetika), kako u svrhu

to¢nije dijagnoze tako i subtipizacije i prognoze novotvorina (1,2).

S obzirom na nain dobivanja uzorka/stanica za analizu, citologija se dijeli na
eksfolijativnu i aspiracijsku, te citologiju otiska. To¢nost citoloske analize u najvec¢em dijelu
ovisi o kvaliteti prikupljanja, obrade i bojenja citoloskih preparata te o interpretaciji dobivenih

rezultata (3).

Eksfolijativna citologija temelji se na proucavanju stanica koje su ili odljustene ili
uklonjene s raznih epitelnih povrs§ina. One mogu biti prikupljene spontano iz prirodnih sekreta
kao $to su urin, sputum, vaginalna ili prostaticna tekucina ili na umjetan nacin laganim
struganjem, brisanjem ili ispiranjem povrsina. Eksfolijativna citologija ima veliku ulogu u
dijagnostici tumora, raznih upalnih stanja poput parazitskih infestacija i bakterijskih, gljiviénih

ili virusnih infekcija (4).

1.1. Prikupljanje i transport tekuéih uzoraka

Tekuce je uzorke najbolje transportirati u sterilnim posudama i pripremati u §to
svjezijem stanju, neposredno nakon uzorkovanja. Optimalna koli¢ina za citolosku analizu
iznosi 25 mL. Ukoliko je potrebno provoditi dodatnu dijagnosticku obradu potrebna je i veca
koli¢ina uzorka od navedenog. Ispirci predstavljaju suspenziju stanica u fizioloskoj otopini u
kojoj je morfologija ocuvana. Koli¢ina likvora, koji se $alje na citolosku analizu, u pravilu je
mala (obi¢no 1 mL), a stanice brzo propadaju, stoga ga treba transportirati i obraditi u najkracem

mogucem vremenu (20 minuta). Sadrzaj cisti¢nih tvorbi, u pravilu se Salje u cijelosti. Ukoliko
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nije moguce odmah transportirati uzorak, potrebno ga je pohraniti u hladnjaku na 4°C. Ukoliko
su u tekuéini prisutni ugrusci preporucuje ih se odstraniti i fiksirati u formalinu, potom uklopiti

u parafin i obraditi kao histoloski uzorak (5).

Ocuvanje stani¢ne morfologije do trenutka obrade uzorka osnova je tocne citoloske
interpretacije. Vrijeme ocuvanosti stanica izmedu prikupljanja i obrade uzorka prije nego se
pojave oStecenja na stanicama ovisi o sastavu proteina, pH, enzimatskoj aktivnosti te prisutnosti
ili odsutnosti bakterija. Mnogi ¢imbenici otezavaju analizu, a najce$¢e su to jake upalne
promjene i velike kolic¢ine krvi. To¢nost citoloske dijagnoze ovisi u jednakoj mjeri o izvrsnosti
klini¢ke procedure koriStene prilikom uzorkovanja kao i o laboratorijskoj proceduri koja je
koriStena prilikom obrade uzorka. Opc¢enito, materijal za citolosko ispitivanje dobiven je ili u
obliku razmaza pripremljenog od strane lije¢nika ili u obliku tekuéeg uzorka koji je proslijeden

u laboratorij za daljnju obradu (3,4,6).

Najcesci tekudi uzorci koji se citoloski analiziraju su:
Bronhoalveolarni lavat i ispirak

Urin (spontano izmokren ili dobiven instrumentacijom)
Tekucine tjelesnih Supljina

Cerebrospinalna tekuéina

Ispirci tjelesnih Supljina

o o~ w b E

Razne druge tekucine (zglobna tekucina, tekucina iz ciste) (3)

1.2. Obrada tekucih uzoraka

Nakon $to je uzorak primljen u laboratorij, unosi se u laboratorijski sustav podataka i
daje mu se odgovarajuci broj. Upisuje se volumen, boja, prozirnost kao i dodatna obiljezja

poput viskoznosti i mirisa (Slika 1.1 2.).
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Slika 1. Hemoragi¢an, gnojan i hemoragi¢no-gnojan uzorak.
(Zbirka Klini¢kog zavoda za klini¢ku citologiju KBC Osijek)

Slika 2. Lagano hemoragican i bistar uzorak.
(Zbirka Klini¢kog zavoda za klini¢ku citologiju KBC Osijek)

Makroskopski izgled tekuéeg uzorka Cesto ukazuje na uzrok i njegov stanicni sastav.
Uzorci koji sadrze malu koli¢inu materijala i dobro prijanjanju za predmetno staklo mogu se
pripremiti direktnim razmazom. Kod pripreme, najvaznije je uzorak jednoli¢nim, neprekidnim
pokretom razvu¢i na predmetnicu kako bi se stanice jednako rasporedile po povrsini. Cilj
pripreme razmaza osigurati je optimalnu raspodjelu o¢uvanih stanica.

Uzorci mogu biti poslani u laboratorij bez prethodne fiksacije ili dodavanja razlicitih
konzervansa u slu¢aju potrebe za hitnom obradom. Optimalno vrijeme tijekom kojeg se uzorak
mora obraditi nakon prikupljanja, prije nego dode do oSte¢enja stanica, ovisi o razli¢itim
faktorima. Uzorci s velikom koli¢inom sluzi poput sputuma ili aspirata bronha, mogu se ¢uvati
12-24 sata u hladnjaku. Hladenje usporava rast bakterija, a sluz prekriva stanicu §tite¢i ju od
brze degeneracije. Uzorci koji sadrze visoku koncentraciju proteina, poput pleuralne,

peritonealne ili perikardijalne tekucine ¢uvaju se 24-48 sati u hladnjaku. Proteinima bogata
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teku¢ina pomaze u ocuvanju stani¢ne morfologije. Uzorci s manjim udjelom proteina ili sluzi
poput urina ili cerebrospinalne tekucine ¢uvaju se samo 1-2 sata u hladnjaku. Hladenje moze
inhibirati rast bakterija. Kada stigne u laboratorij, uzorak se mora promijesati kako bi se
suspendirane stanice jednakomjerno rasporedile po uzorku. Veéina malignih izljeva je
hemoragi¢na, a boje se kre¢u od narancaste do tamnocrvene. Priblizno polovica (46%) izljeva
obojenih krvlju pozitivna je na maligne stanice. Svijetlo smedu boju imaju izljevi s mnogo
hemosiderofaga zbog kroniénih krvarenja. Cokoladno smeda boja se moze vidjeti u slu¢ajevima
metastatskog melanoma koji sadrze brojne stanice melanoma ¢ija je citoplazma ispunjena
pigmentom melaninom. Smede-narancastu ili ¢ak zelenkastu boju imaju izljevi u bolesnika sa
zuticom ili povezani s curenjem Zuci u peritonealnu Supljinu. Nakon centrifugiranja obojenog
sadrzaja, promjena boje ostaje u supernatantu (7).

Hilozni izljevi makroskopski su mlije€no-zZuckaste zamucene tekucine, a biokemijski
se nalazi visoki sadrZaj triglicerida (> 110 mg/dL). Citoloski se u takvim izljevima moZe naci
predominacija limfocita. Noriega Aldave i Leslie te Ozcakar B. i njegovi suradnici u svom
istrazivanju nisu nasli povezanost nalaza krvi u rekurentnim pleuralnim izljevima onkoloskih
bolesnika i nalaza malignih stanica (8,9). Suprotno njima Porcel i Vives izvijestili su o znatno
vecem broju eritrocita u bolesnika s malignim pleuralnim izljevima u usporedbi s bolesnicima

u kojih maligne stanice u izljevima nisu nadene (10).

Viskozni izljevi mogu biti povezani s difuznim malignim mezoteliomom epitelnog tipa,
a tipicno su povezani s visokom koncentracijom hijaluronske kiseline. Pseudomyxoma
peritonei pokazuje izrazito viskozan uzorak zbog obilne koli¢ine sluzi, Sto moze biti izuzetno
teSko aspirirati. Obrada viskoznog uzorka moze biti teska jer Se u njemu stanice ne taloze
tijekom centrifugiranja. Viskozni uzorci mogu se razrijediti prikladnim mukolitickim

sredstvom kao $to je ditiotreitol (u kona¢noj koncentraciji od 50 pg/mL) (7).

1.3. Obrada hemoragi¢nih uzoraka

U uzorcima koji sadrze veliku koli¢inu krvi eritrociti mogu maskirati epitelne stanice u
razmazu. Postoji nekoliko metoda pripreme i obrade krvavih uzoraka, a to su flotacijske tehnike
¢ija je svrha odvajanje eritrocita od ostalih stani¢nih elemenata. Medu njih ubrajamo lizu

eritrocita prije pripreme razmaza, nakon pripreme razmaza te nakon bojenja odredenih razmaza.
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Liziranje eritrocita prije pripreme razmaza omoguc¢ava nam bolju interpretaciju razmaza zbog
prisutnosti dobro o¢uvanih epitelnih stanica. Starije metode koje su se Koristile, poput ledene
octene kiseline, hemoliziraju¢eg reagensa Lyse SIII te klorovodi¢ne kiseline napustene su zbog
neprihvatljivo velikog utjecaja na morfologiju stanica. Danas su u upotrebi metode koje su
razvijene za automatizirane sustave, a koriste komercijalne reagense. Osim $to liziraju
eritrocite, spomenuti reagensi takoder fiksiraju ostale stani¢ne elemente. Dva su takva fiksativa
CytoRich Red i CytoLite Solution. Preporucuje se dodavanje 1 mL fiksativa na 25-50 mL
uzorka. Nakon §to se mjeSavina fiksativa i uzorka ostavi stajati nekoliko minuta, uzorak se
centifugira, supernatant odlije 1 razmaz se priprema uobi¢ajenom metodom koja se koristi u
laboratoriju. Metoda CytoRich Red ukljucuje stavljanje pripremljenog krvavog razmaza u
CytoRich Red reagens. Nakon 30 sekundi, razmaz se prebacuje u 95%-tni etanol i obraduje na
uobicajeni nacin. Takoder se za lizu eritrocita u hemoragi¢nim tekué¢inama moze Koristiti i

Carnoy fiksativ (6).
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Razliciti tipovi tekucih uzoraka zahtijevaju neku od metoda koncentracije kako bi se
olaksalo talozenje suspendiranih stanica na predmetno staklo. Koncentracija uzoraka
tradicionalno se radi centrifugiranjem velikog volumena uzorka. Centrifuge za velike
volumene obi¢no sadrze epruvete kapaciteta 25 mL. Cilj centrifugiranja tekuceg uzorka dobiti
je stanice s mjesta najvece koncentracije (iz tzv. "buffy coat” sloja) za pripremu razmaza. On
predstavlja frakciju uzorka koja sadrzi najvise bijelih krvnih stanica i bilo kojih tumorskih
stanica. U epruveti, smjesten je izmedu tekucine koja se nalazi iznad i crvenih krvnih stanica
koje se nalaze ispod njega. Centrifuga je uredaj koji koristi brze kruzne pokrete ¢estica oko
srediS$nje osi, a prilikom okretanja stvara se centrifugalna sila koja odvaja te ¢estice dalje od
centralne osi. Reprezentativni volumen tekucine (10-15 mL) centrifugira se na 2500 okretaja
kroz 5 minuta. Nakon centrifugiranja jedna do dvije kapi sedimenta kapne se na predmetnicu i

ostavi da se jednako rasporedi stavljanjem pokrovnice.

Citocentrifuga, uredaj je koji se koristi za koncentriranje stanica na to¢no odredenom

podrudju kako bi se omogucéila morfoloska identifikacija i diferencijalno brojanje stanica (Slika

3..

Slika 3. Smjestaj nosaca sa komoricama u Slika 4. Nosa¢ komorica i filter papira

citocentrifugi

(Zbirka Klinickog zavoda za klinic¢ku citologiju KBC Osijek)
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Omogucava dobivanje veceg broja stanica nego kod pripreme uobiCajenog razmaza iz istog
uzorka i osigurava veéu preciznost prilikom brojanja stanica. Uzorci malog volumena se u
pravilu obraduju citocentrifugom. To je uredaj koji koji koristi centrifugalnu silu za talozenje
stanica iz suspenzije direktno na predmetno staklo. Osnovu ¢ini nosa¢ komorice s lijevkom,
filter papirom i predmetnim staklom (Slika 4.). Mali volumen stani¢ne suspenzije doda se u
lijevak i cijela aparatura zajedno stavlja se u citocentrifugu. Rotiraju¢i uzorci na 2000 okretaja
kroz 2 minute sedimentiraju stanice direktno na predmetnicu dok istovremeno filter papir

apsorbira teku¢i medij. Rezultat je jedan sloj stanica u krugu promjera 6 mm (3,4,6,11).
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3.1. May Griinwald Giemsa bojenje

May Griinwald Giemsa (MGG) bojenje metoda je standardnog bojenja citoloskih
uzoraka. Originalno se koristila u hematologiji za bojenje krvnih razmaza i razmaza kostane
srzi, a kasnije i za druge uzorke u citodijagnostici. U bojenju MGG metodom koriste se otopina
May Griinwald (metilensko modrilo i kiseli eozin otopljen u metanolu) i otopina Giemsa (azur

I1-cozin i azur II otopljen u glicerinu i metanolu). Postupak bojenja osuSenih razmaza je (11):

1. Otopina May Griinwald 3 minute

2. Ispiranje destiliranom vodom 1 minutu

3. Otopina Giemsa 20 minuta

4. Isprati destiliranom vodom 1 - 2 minute

5. Postavljanje preparata u kosi polozaj na zi¢ane predloske
6. Susenje preparata na zraku

Rezultati bojenja su slijedeci: jezgre su crvene do ljubicaste, citoplazma je u razli¢itim
nijansama sive i plave, a keratin se boja tirkizno. Ukoliko je u uzorku vise slojeva, boja ne moze
prodrijeti do stanica i one ostaju neobojene. Optimalno se boje samo tanki jednoslojni uzorci.

Sluz se boja metakromatski i ukoliko je obilna moze maskirati stani¢ne detalje (5).

3.2. Bojenje po Papanicolaou

Dr. George Papanicolaou, otac citologije, koristio je bojenje u svom radu, koje je kasnije
PO njemu i nazvano, a smatra se jednim od najvaznijih bojenja citoloskih uzoraka. Koristi se za
bojenje eksfolijativnih i apsiracijskin uzoraka. Prednosti su bojenja po Papanicolaou jasni
nuklearni detalji, ouvana transparentnost citoplazme, mogucnost razlikovanja stupnja stani¢ne
diferencijacije ploCastog epitela i dugotrajna stabilnost bojenja. Bojenje omogucuje jasnu
vizualizaciju ¢ak i u podrucjima gdje je obilje sluzi, stanicnog detritusa i viSe slojeva stanica

().
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Papanicolaou bojenje metoda je polikromnog bojenja ¢iji rezultati ovise o metabolickoj
aktivnosti i zrelosti stanica. Boje koje se koriste prilikom bojenja su: hemaktosilin (Harris
haematoxylin) za bojenje jezgre, Orange G za bojenje citoplazme i keratina i Eosin Asure (EA),
polikromatska boja koja se sastoji od 3 boje: eozin (Eosin Y), svijetlo zelena (Light green SF

yellowish) i Bismarck smeda (Bismarck brown Y).

B0% alkohol 705 alkohol 50 alkohol Destilirana voda
10 sek 10 sek 10 sek 10 sek

i

0% alkohol +
Tekuéa voda HCI + tekudéa voda Tekuéa voda 50% alkohal amonijak
— (14 ml HCl-1000 — —_— — (15 ml amonijaka «
10 sek mivode) 2 sek 10 sek 10 sek 1000 ml alkohala)
10 sek
|
80% alkohol 96% alkohal 96% alkohol | 96% alkohol
10 sek 10 sek 10 sek “ 10 sek
|
I
96% alkohol 96% alkohol 96% alkohol 96% alkohol
10 sek oLl L 10 sek 10 sek 10 sek

Apsalutni Apsolutni ¥ylol + apsolutni Xylol
alkohol —_ alkohol —_ alkohol 1:1
10 sek 10 sek 10 sek 10sek

Slika 5. Metoda bojenja po Papanicolaou.
Modifikacija Klini¢kog Zavoda za klini¢ku citologiju.
(Zbirka Klini¢kog zavoda za Klinic¢ku citologiju KBC Osijek)

Bojenje po Papanicolaou ukljucuje: fiksiranje, bojenje jezgre, bojenje citoplazme i ¢iséenje.

Osnovni koraci su (Slika 5.):

1. Rehidracija razmaza — uranjanjem razmaza u silazni gradijent alkohola

2. Bojenje jezgre hematoksilinom

3. Dehidracija u rastu¢em gradijentu alkohola

4. Bojenje citoplazme Orange G bojom - alkoholna boja, razmaz se mora ponovno uroniti
u alkohol i zatim se moze obojiti

5. Bojenje citoplazme Eosin Asurom - plavo zelena boja
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6. Dehidracija - apsolutnim alkoholom
7. Ciséenje ksilolom

8. Uklapanje

U bojenju po Papanicolaou jezgra je plava, tamno ljubicasta do crna, citoplazma je sivo-
plava, ruzi¢asto-narancasta, eritrociti su crveni, eozinofili ruzicasti, bazofili plavo-zeleni, a

mikroorganizmi sivoplavi (6).

10
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Metoda stanicnog bloka koristi se u obradi teku¢ih uzoraka (sedimenata), krvnih
ugrusaka ili grubo vidljivih fragmenata tkiva iz citoloskih uzoraka. Stani¢ni blok nudi brojne
prednosti u odnosu na druge citoloske pripravke, 0sobito za imunocitokemijska i molekularna
ispitivanja (13,14).

Metoda stani¢nog bloka osigurava veliku koncentraciju stanica u malom podrucju
predmetnog stakla, korelaciju histoloskog 1 citoloSkog uzorka, uvid u arhitekturu
mikrofragmenata, izradu dodatnih uzoraka za primjenu imunohistokemijskih i molekularnih
metoda koje omogucuju klasifikaciju malignih tumora te izradu arhivskih uzoraka za buduca
ispitivanja. Pri izradi stani¢nog bloka, stani¢ni pelet u cijelosti se fiksira i uklapa u parafinske
blokove koji se potom rezu u slojeve debljine 4-5 pm i oboje hematoksilinom i eozinom (H&E)
ili nekom od drugih metoda bojenja. Opisani su razli¢iti postupci za izradu stani¢nih blokova,

ali glavno nacelo im je isto.

Priprema stani¢nog bloka zapocinje centrifugiranjem uzorka kako bi se dobio
koncentrat stanica u vidu taloga. Supernatant se odlije, a stani¢ni talog u¢vr$¢uje dodavanjem
trombina ili sredstva za geliranje. Stvrdnuti talog/pelet prenosi se u kasetu oblozenu spuzvom,
zatvori i fiksira u neutralnom formalinu nekoliko sati, uranja se u parafin i reze u slojeve
debljine 4-5 um koji se prenose na predmetna stakla i boje H&E ili nekom od metoda
imunohistokemije. Proturje¢na su misljenja o rutinskoj primjeni stani¢nog bloka, zbog visokih
troskova te vremena potrebnog za njegovu izradu, ¢ime se konacna dijagnoza odgada za
najmanje 24 sata. Protivnici izrade stani¢nih blokova tvrde da su dodatni sedimenti/citospini
isplativiji, mogu se pripremiti brze, a mogu se koristiti 1 za dodatna imunocitokemijska bojenja.
S druge strane, mnogi zagovaraju rutinsku uporabu stani¢nih blokova uz istodobnu analizu
sedimenta, ¢ime bi se povecala dijagnosticka toc¢nost. Istodobna izrada stani¢nih blokova
preporucuje se i uz metodu tekucinske citologije (15). Opisani su razli¢iti postupci za izradu
stani¢nih blokova, koji se razlikuju se po nacinu fiksacije i transporta uzorka, ali glavno nacelo

im je isto, prikazati arhitekturu i histoloske osobine tkiva (13,14,15).
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5. METODA TEKUCINSKE CITOLOGIJE - LIQUID BASED CYTOLOGY (LBC)

Metoda tekucinske citologije u obradi citoloSkih uzoraka pruza brojne prednosti. U
rutinskom se radu koriste dvije metode: ThinPrep, koji se temelji na filtraciji uzorka, i SurePath
koji se temelji na sedimentaciji kroz Ficoll gradijentnu cijev. Metodologija je automatizirana, a
kona¢ni uzorak Cini tanak sloj stani¢nog uzorka s minimalnim preklapanjem stanica uz
smanjenu kontaminaciju krvlju ili drugim ¢imbenicima koji otezavaju analizu. Dovoljna je
izrada jednog preparata koji se smatra reprezentativnim za uzorak, no, ukoliko je potrebno,
moguce je izraditi dodatne preparate iz istog uzorka koji su identi¢ni izvornom preparatu. Iz
uzorka za tekucinsku citologiju, preporucuje se i1 izrada stani¢nog bloka, jer teku¢ine mogu
sadrzavati velike fragmente koji mozda nece proéi kroz filter, a naci ¢e se u stani¢nom bloku

(15).

SurePath i ThinPrep dvije su LBC metode odobrene od strane FDA za cervikovaginalno
ispitivanje, ali i za uzorke neginekoloSkog podrijetla. U obje metode, uzorak se skuplja na
konvencionalan nacin s jednim od instrumenata za Cetkanje, ali umjesto razmazivanja na
predmetno staklo, stavljaju se u bo€icu koja sadrZi odredeni fiksativ. SurePath metoda temelji
se na sedimentaciji kroz gradijentnu cijev, a instrumenti potrebni za obradu su robotska pipeta
koju kontrolira ra¢unalo i centrifuga. ThinPrep metoda, temeljena na filtraciji uzorka, zahtijeva
uredaj 1 posebne polikarbonatne filtere. Nakon $to uredaj uroni filter u bocicu, filter se rotira
kako bi se homogenizirao uzorak. Stanice se skupljaju na povrsinu filtera i nakon odredenog
vremena primjenjuje se vakuum. Filter se tada utisne na predmetnicu kako bi prenio stanice u
krug promjera 20 mm. Obje metode rezultiraju dobro pripremljenim monoslojem stanica, s
pozadinom bez primjese krvi i sluzi. LBC metodu karakterizira o¢uvanje stanicnog materijala
te obrada materijala poluautomatiziranim ili potpuno automatiziranim sustavom. Uvid u
nekoliko literatura pokazuje da je u velikoj mjeri prihvacen u cijeloj Europi i svijetu, tako da je
u nekoliko laboratorija, posebno u industrijaliziranim zemljama, zamijenio konvencionalne
razmaze. Postoji nekoliko prednosti uvodenja LBC-a u smislu ekonomic¢nosti, standardizacije,
praktiCnijeg pristupa, usStede vremena 1 jednostavne primjene pomoc¢nih tehnika
(imunocitokemija). Dva glavna pitanja koja se odnose na LBC razvoj su i validacija standarda
te jedinstvenost kriterija (predanalitickih, analitickih 1 postanalitickih) za interpretaciju
molekularnih analiza na citolo§kim uzorcima. Problem uvodenja metode tekucinske citologije

njezina je nepristupacna cijena (6,15,16).
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Citoloska dijagnostika teku¢ih uzoraka brza je, jednostavna, isplativa i pouzdana
metoda. Nezamjenjiva je u dijagnostici malignih bolesti, ali i mnogih ne-neoplasti¢nih stanja.
Najcesce se provodi s ciljem isklju¢ivanja/potvrde maligne bolesti, a kada je moguce 1 sugerira

primarno mjesto malignosti serozne (pleuralne, peritonealne i perikardijalne) tekucine.

6.1. Citoloska dijagnostika seroznih izljeva

Citoloska analiza seroznih izljeva, koji nastaju u seroznim Supljinama (pleuralna,
perikardijalna i peritonealna), gdje seroznu tekuéinu lu¢e mezotelne stanice koje oblazu vanjsku
1 unutarnju povrSinu svake Supljine, poseban je izazov za citopatologa. Serozna tekucina
omogucuje klizanje organa uslijed respiracije, kontrakcije muskulature i peristaltike crijeva,
organa smjestenih unutar Supljina. Nastanak izljeva uvijek je posljedica patoloskog stanja, a
njihova analiza nam pomaze u otkrivanju uzroka njegova nastanka. Uzorkovanje serozne
teku¢ine vrs$i se citoloSkom punkcijom i aspiracijom Sirokom iglom kroz torakalnu ili
abdominalnu stijenku. Kako bi dobili $to to¢nije rezultate, uzorak mora biti prikupljen,
pohranjen i obraden na pravilan nacin. Idealno bi bilo da se svjezi uzorak tekuc¢ine nakon
uzorkovanja odmah odnese u laboratorij kako bi se sprijecilo propadanje stanica. Ukoliko nije
moguca trenutna obrada uzorka, potrebno ga je pohraniti u hladnjak na 4 °C. Izljevi su tekucine
bogate proteinima koji sluZe kao hranjive tvari stanicama tijekom skladiStenja te nije potrebno
dodavati fiziolosku otopinu. Tekucine su prirodne suspenzije stanica i svjeza tekucina, bez
dodatnih konzervansa, najprikladniji je uzorak za citolosku analizu 1 provodenje drugih
dodatnih dijagnostic¢kih postupaka. Dodatne metode koje se mogu koristiti u obradi izljeva su
imunocito/imunohistokemija, odredivanje tumorskih markera, fluorescentna in situ

hibridizacija (FISH), polimerazna lan¢ana reakcija (Polymerase Chain Reaction, PCR) (15).

Najcéeséi izljevi seroznih Supljina koji se citoloski analiziraju su pleuralni izljevi. Samo
mali volumen pleuralne tekuéine (<10 mL) formira se ultrafiltracijom plazme u endotelu
kapilara pleuralne Supljine. Njezina uloga podmazivanje je i olakSavanje medusobnog klizanja
pleuralnih membrana. Prilikom neravnoteze stvaranja i apsorpcije, dolazi do nakupljanja
pleuralne tekucine i formira se izljev. Najc¢esCe je uzrokovan zatajenjem srca, cirozom jetre,
pluénim infekcijama, malignitetima ili plu¢nom embolijom. U slu¢aju pleuralnog izljeva,

indicira se skupljanje uzorka i laboratorijska obrada kako bi klini¢ar uz pacijentovu povijest
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bolesti 1 fizicki pregled mogao odrediti specificnu bolest/stanje koje uzrokuje nakupljanje

tekucine (17).

Uzorci pleuralne tekuc¢ine moraju biti uzorkovani na pravilan nacin (torakocentezom) te
pravilno 1 to¢no obiljezeni pacijentovim podatcima (ime, prezime, datum rodenja, vrijeme i
datum uzorkovanja, anatomsko podruéje uzorkovanja itd.). Uzorci koji su nepravilno oznaceni
ne mogu se prihvatiti na analizu. Uzorak se prikuplja u epruvete koje sadrze EDTA
antikoagulans za postupak diferencijacije stanica, a za biokemijske analize uzorkuje se u
epruvete s heparinom. Uzorak je potrebno transportirati u laboratorij na sobnoj temperaturi
odmah nakon uzimanja. Za interpretativne svrhe, serum je potrebno prikupiti unutar sat
vremena od uzorkovanja pleuralne tekucine i poslati u laboratorij. Epruvete s antikoagulansima
koje sadrze uzorak potrebno je lagano mijesati kako bi se izbjeglo formiranje ugruska. Za
odredivanje pH pleuralne tekucine, uzorkovanje se treba vrsiti u anaerobnim uvjetima. Prije
same obrade potrebno je provjeriti kvalitetu uzorka kako bi se izbjegle moguce pogreske
prilikom analize. Laboratorijsko osoblje treba biti svjesno moguceg utjecaja hemolize, lipemije,
ikterije 1 esktremnih pH vrijednosti na rezultate mjerenja. Jako hemolizirani i zgruSani uzorci

ne bi smjeli biti prihvaceni za analizu.

Inicijalni korak u laboratorijskoj analizi pleuralne tekucine odredivanje je izgleda
tekucine. Izgled nam moze ukazivati na mogucu etiologiju izljeva. Potrebno je razlikovati
traumatsku punkciju od drugih moguéih uzroka hemoragicnog izljeva. Karakterizira ju
neujednacena raspodjela krvi ili formiranje malih ugrusaka. Hematokrit iznad 0.500 L/L
ukazuje nam na stvarni hemotoraks, koji je obi¢no prisutan prilikom traume prsnog kosa.
Mutne, mlijecne ili krvave uzorke potrebno je centrifugirati te ako supernatan postaje bistar,
ukazuje nam na povecanu prisutnost stani¢nih elemenata, a ako ostaje mutan i nakon
centrifugiranja najvjerojatnije se radi o hiloznom ili pseudohiloznom izljevu i potrebna je

analiza lipida.

Izljeve moZzemo podijeliti na transudate 1 eksudate 1 postoje tocno odredeni kriteriji za
njihovo razlikovanje. Oni uklju€uju mjerenje ukupnih proteina 1 laktat dehidrogenaze u
pleuralnoj tekuéini i serumu. Za potvrdu da je tekucina eksudat mora biti ispunjen barem jedan
od slijedecih kriterija:

a) omyjer proteina pleuralne tekucine i seruma > 0,5

b) omjer laktat dehidrogenaze pleuralne tekuéine i seruma > 0,6
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c) aktivnost laktat dehidrogenaze u pleuralnoj tekucini > 2/3 gornje referentne granice

Seruma

Transudati nastaju ne-upalnim sustavnim procesom i obi¢no ne zahtijevaju daljnu
dijagnosticku obradu, dok eksudati ukazuju na upalni ili maligni proces te zahtijevaju opseznija

laboratorijska ispitivanja kako bi se utvrdio uzrok nakupljanja tekucine (18).

Diferencijacija stanica u pleuralnom izljevu izvodi se mikroskopiranjem razmaza

dobivenog citocentrifugiranjem i bojenjem po MGG-u ili po Papanicolaou.

Tipovi stanica koji se pojavljuju u pleuralnom, a tako i peritonealnom i perkardijalnom
izljevu su granulociti, limfociti, plazma stanice, mononuklearni fagociti, mezotelne stanice i
maligne stanice. Mezotelne stanice, zbog njihovog varijabilnog oblika, ¢esto uzrokuju
poteskoce prilikom mikroskopiranja jer se mogu zamijenti za maligne stanice. Vrlo je vazno
biti upoznat sa Sirokim rasponom oblika benignih mezotelnih stanica kako bi mogli razlikovati
reaktivne i proliferativne promjene mezotelnih stanica od maligniteta (Slika 6. i 7.). Razli¢iti
oblici malignih stanica mogu se pronaci u pleuralnoj tekucini i mikroskopski pregled na

maligne stanice zapravo je najvazniji dio dijagnosti¢ke procedure (17,18).

4
Slika 6. Reaktivno promijenjene stanice Slika 7. Kuglaste nakupine stanica
mezotela, MGG x1000 malignog mezotelioma, MGG x 400

(Zbirka Klinickog zavoda za klinic¢ku citologiju KBC Osijek)
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6.1.1. Razlikovanje benignih i malignih izljeva

S obzirom na citoloski nalaz, izljeve mozemo podijeliti na reaktivne i maligne.
Patofizioloski, izljevi mogu biti klasificirani kao transudati ili eksudati. Transudati uglavhom
ne zahtijevaju pretragu na maligne stanice, dok je eksudate potrebno citoloski obraditi kako bi
se odredila njihova etiologija. Kod odraslih osoba, vec¢inu izljeva uzrokuju benigna stanja poput
kongestivnog zatajenja srca, ciroze jetre ili perikarditisa, a maligni izljevi obi¢no su sekundarne

prirode (metastaze).

Kod reaktivnih izljeva veliki problem mogu nam predstavljati reaktivne morfoloski
promijenjene mezotelne stanice (Slika 8.) koje se prema nekim slicnostima s malignim
stanicama (Slika 9.) mogu zamijeniti za njih. Kako bi izbjegli laZzno pozitivne nalaze potrebno

je poznavati relevantne klinicke podatke. lzljevi koji nastaju kao posljedica maligne bolesti

-----

vvvvv

gastrointestinalnog trakta. Karakteristika malignog izljeva njegovo je brze nastajanje od

razli¢itih reaktivnih izljeva (15).

Slika 8. Reaktivni mezotel, limfociti, Slika 9. Maligne stanice zljezdanog epitela
granulociti , monocitoidne stanice i brojni u izljevu, MGG x1000
eritrociti, MGG x600

(Zbirka Klinickog zavoda za klinic¢ku citologiju KBC Osijek)
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Kod malignih izljeva, metastatske maligne stanice najceS¢e su epitelnog podrijetla
(karcinom), a u manjem broju slu¢aja mogu biti neepitelnog podrijetla (sarkom, melanom,
maligne hematoloSke bolesti). Najrjedi oblik koji se javlja stanice su primarnog podrijetla kod
mezotelioma. Identifikacija malignih stanica ovisi o usporedbi s drugim populacijama stanica
u stani¢noj populaciji reaktivnih mezotelnih stanica. Veéina karcinoma, melanoma i sarkoma
dijagnosticira se uz pomo¢ standardno obojenih razmaza (bojenih po MGG-u ili Papanicolaou),
no nije moguce utvrditi primarno podrijetlo tumora. Za potvrdu maligniteta 1 jasnu
identifikaciju tipa tumora potrebne su dodatne metode, a najceS¢e se koriste metode

imunocitokemije.

Maligni mezoteliom (primarni maligni tumor mezotela) medu najveéim je
dijagnostickim izazovima i1 za iskusnog citopatologa jer su maligne mezotelne stanice
morfologijom istovjetne s reaktivnim mezotelnim stanicama (Slika 10. i 11.). Pomo¢ pri
postavljanju dijagnoze nalaz je vecih loptastih nakupina (Slika 12.), radioloski i klini¢ki nalaz
koji ukazuje na mezoteliom te primjena imunocitokemije karakteristicne za mezoteliom

(15,17).

Slika 10. Reaktivno Slika 11. Stanica malignog Slika 12. Loptaste
promijenjene stanice mezotelioma, MGG x1000  nakupine stanica malignog
mezotela, MGG x600 mezotelioma, MGG x400

(Zbirka Klinickog zavoda za klini¢ku citologiju KBC Osijek)
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6.1.2. Imunocitokemija izljeva

Citologija izljeva jedno je od najizazovnijih podrucja citopatologije. Reaktivne mezotelne
stanice pokazuju izuzetno Sirok spektar morfoloskih oblika koji se mogu preklapati s raznim
benignim i malignim procesima na stanicama. Zbog ovih ogranic¢enja, pojedine izljeve tesko je
samo citomorfoloski protumaciti. Metoda imunocitokemije izuzetno je korisna dodatna metoda
koja moze pridonijeti objektivnijoj interpretaciji rezultata. Moze se koristiti u kombinaciji s
drugim pomoénim metodama. Stalno usavrSavanje tehnike imunocitokemije sa sve vecim
brojem imunomarkera, stavlja sve viSe ovu metodu u prvi plan. Najvaznije pitanje koje se treba
uzeti u obzir prilikom primjene imunocitokemije izljeva znacajna je varijacija rezultata zbog
mnogih varijabli koje su nastale od vremena uzimanja uzorka do kona¢nog imunoloskog
bojenja. Varijable koje mogu utjecati na krajnje rezultate ukljucuju obradu, fiksiranje i pohranu
uzoraka. Tijekom obrade i objektivne interpretacije imunocitokemije izljeva treba uzeti u obzir

nekoliko razli¢itih varijabli:

a) Tumorske stanice u izljevima mogu varirati od pojedina¢no razbacanih do malih

kohezivnih nakupina.

b) Za reproducibilne rezultate vazno je odabrati imunopanel koji ¢e temeljno identificirati

vecinu mezotelnih 1 upalnih stanica.

c) lzazovu razlikovanja mezotelioma od reaktivnih mezotelnih stanica treba se pristupiti
oprezno. Diferencijacija se treba temeljiti na koli¢ini 1 kvaliteti abnormalnih stanica uz
pravilnu klini¢ku i radiolosku korelaciju. Nakon §to se utvrdi da je velika vjerojatnost
da se radi o mezoteliomu, relativno je jednostavno, uz pomo¢ imunocitokemije iskljuciti

adenokarcinom.

d) Obrazac imunoreaktivnosti za razli¢ite imunomarkere neée ostati isti ako se koriste
drugi nacini fiksacije i obrade uzoraka. Pozeljno je slijediti jedan protokol kako bi
rezultati bili to¢niji.

e) Teku¢i uzorak koji sadrzi veliku koli¢inu proteina moze uzrokovati neocekivanu

nespecificnu imunoreaktivnost. Nespecificno bojenje upalnih stanica moze ometati

procjenu panela imunocitokemijskog bojenja (19).
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Stani¢ni blokovi metoda su izbora za primjenu imunocitokemije. Imunocitokemijske
markere ne preporucuje se primjenjivati u slabo celularnim i oskudnim uzorcima. Vec¢i volumen
uzorka olakSava pronalazak odgovarajué¢eg stani¢nog materijala za stani¢ni blok. ViSestruki

rezovi stani¢nog bloka omogucéuju primjenu veéeg broja imunomarkera.

Budu¢i da razli¢ite novotvorine mogu imati znacajno preklapajue imunoprofile,
preporucuje se evaluacija s optimalnim brojem imunoloskih markera. Upotreba
suboptimalnoga, ograni¢enog imunopanela moze rezultirati pogreSnom interpretacijom.
Predvidanje primarnog mjesta malignog tumora treba vezati uz relevantne klinicke podatke.
Pravilnom primjenom imunocitokemijskih panela (op¢im biljezima malignosti 1 negativim
biljezima mezotelnih stanica i makrofaga) (Tablica 1), kao i specificnih markera za odredene
zlo¢udne bolesti (Tablica 2) moguée je ukazati na moguce primarno podrijetlo metastatskog

tumora (Tablica 3).

Tablica 1: Preporuceni imunocitokemijski panel za rutinsku dijagnostiku

Mezotelni markeri Nemezotelni markeri
Calretinin Ber-Ep4
Cytokeratin 5/6 mCEA
Podoplanin MOC-31
WT-1 BG-8

Thrombomodulin

B72.3

Manje osjetljivi/manje specifi¢ni

Manje osjetljivi, specifi¢ni

Mesotelin, HMB-1, N-cadherin, OV632,
CD44S

TTF-1, PSA, calcitonin, ER, CDX2

Za odredivanje primarnog podrijetla metastatskog tumora od velike koristi diferencijalna je

ekspresija citokeratina 7 i 20 (Tablica 2), kao i panel tumor specifi¢nih protutijela.
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Tablica 2: Diferencijalna ekspresija CK7 i CK20

trakt

CK7+ CK20+ CK7+ CK20- CK7- CK20+ CK7- CK20-
Karcinom debelog
Pankreas Pluca N Prostata
crijeva
Bilijarni trakt Dojka Bubreg
Gornji
gastrointestinalni Stitnjaca Mezoteliom

Mucinozni Serozni karcinom
karcinom jajnika jajnika
_ Karcinom
Karcinom urotela N
endometrija

CK7 pozitivan je kod karcinoma pluca, jajnika, dojke i endometrija, a CK20 pozitivan je kod

gastrointestinalnih karcinoma i karcinoma prijelaznog epitela (Slika 13.).

TTF-1 marker koristan je pri dijagnostici adenokarcinoma pluc¢a u pleuralnom izljevu (Slika

14.), a calretinin pri dijagnostici mezotelioma (Slika 15.) (15).

Tablica 3: Tumor specifi¢na protutijela korisna za odredivanje primarnog podrijetla malignog

tumora

Maligni tumor

Protutijela

Plu¢a

TTF-1, CD56, CK19

Jajnik

WT-1 (pozitivan u mezoteliomu), ER

gastrointestinalni trakt

CDX2, CK7/CK20, CA19-9, CEAm

Dojka ER, mammaglobin

Melanom S-100, HMB-45, melan A

Limfom CD3, CD20, ostala specifi¢na protutijela
Sarkom Vimentin, ostala specifi¢na protutijela

20



6. CITOLOSKA DIJAGNOSTIKA TEKUCIH UZORAKA

|

# S
. g *
o * R
é .'
% 9
y -
.

Slika 13. CK7 pozitivne maligne stanice  Slika 14. TTF-1 pozitivne maligne stanice
adenokarcinoma pluca u pleuralnom

adenokarcinoma pluc¢a u pleuralnom
izljevu, MGG x 400

izljevu, MGG x600

(Zbirka Klinickog zavoda za klini¢ku citologiju KBC Osijek)
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Slika 15. Calretinin pozitivne stanice mezotelioma u pleuralnom izljevu, MGG x 400
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(Zbirka Klinickog zavoda za klinic¢ku citologiju KBC Osijek)
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Imunomarkere mozemo podijeliti na mezotelne i nemezotelne. Mezotelni imunomarkeri

prisutni su u mezotelnim stanicama, a neki od najvaznijih su:

1.

Calretinin — prisutan u mezotelnim stanicama, stanicama koje sintetiziraju steriode u
specificnost mu je 80-100%.

HBME-1 — boja se intenzivno oko periferije mezotelnih stanica. Specifi¢nost mu je oko
80%, a ve¢ina mezotelnih stanica pokazuje jaki pozitivitet.

WT-1 — transkripcijski faktor izoliran iz bubreznih stanica, pokazuje ekspresiju u
citoplazmi i jezgri mezotelnih stanica. Pozitivitet se vidi takoder 1 kod dezmoplasticnog
tumora malih stanica i seroznog karcinoma jajnika.

D2-40 — relativno je osjetljiv i specifican marker mezotelnih stanica

CK5/6 — pokazuju citoplazmatski pozitivitet i kod benignih i kod malignih mezotelnih
stanica. Bojaju se takoder u tumorima poput karcinoma skvamoznih stanica, karcinoma

dojke, karcinoma Zlijezda slinovnica.

Najvazniji nemezotelni imunomarkeri su:

BER EP4 — protutijelo visoke osjetljivosti i specifi¢nosti za adenokarcinome

CEA - obic¢no je prisutan kod malog broja normalnih epitelnih stanica, a u velikom
broju kod gastrointestinalnih i pluénih adenokarcinoma. Specifi¢nost je vrlo visoka kod
razlikovanja mezotelnih stanica od adenokarcinoma.

MOC 31 — pozitivan je kod svih slucajeva karcinoma pluc¢a i kod mnogih nepluénih
adenokarcinoma.

Leu M1 (CD15) — specifi¢no demonstrira stanice karcinoma, ali osjetljivost mu je vrlo
mala (29%).

Citokeratin — ovisno o molekularnoj masi, klasificiran je u 20 razli¢itih tipova.
Demonstracija specifi¢nog citokeratina od velike je koristi pri dokazivanju podrijetla
metastatskog tumora. Kombinacija CK7 1 CK20 ¢esto pomaze u lociranju primarnog
podrijetla maligniteta.

Vimentin — obi¢no se ekspresira u mezenhimalnim stanicama poput fibroblasta,
endotelnih stanica, stanicama glatkih miSi¢a itd. Pokazuje pozitivitet kod epitelnih

neoplazmi poput karcinoma bubreznih stanica i kod mezotelnih stanica (6,11,15).
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U bilo kojem imunocitokemijskom bojenju vrlo je vazno imati prikladne kontrole kako bi

znali da je test valjan. Kontrolni rezovi pokazuju specificnost testa jer je vrlo vazno znati koje

antitijelo specificno reagira s odredenim epitopom trazenog antigena, a da ne pokazuje

reaktivnost s drugim nespecifi¢nim antigenima. Kod negativne kontrole primarno je antitijelo

izostavljeno i u odsutnosti primarnog antijela ne bi se smjela dogoditi pozitivna reakcija

bojenja. Kod pozitivne kontrole imamo poznato tkivo u kojem je prisutan antigen koji se koristi.

Osnovni koraci imunocitokemijskog bojenja su:

1.

Oslobadanje antigena — oslobadanje antigena od formalina zagrijavanjem na optimalnoj

temperaturi (oko 90°C).

Inaktivacija endogenih enzima — neophodno je inaktivirati tkivne peroksidaze obi¢no
prisutne u eritrocitima, polimorfonuklearima i histiocitima. Za blokadu peroksidaze,
komadi¢ tkiva potrebno je drzati u 0.5-1%-tnom vodikovom peroksidu u apsolutnom
metanolu kroz 10 min. Alkalna fosfataza prisutna je u leukocitima, jetri, crijevima,
kostima itd. 1 mM levamizola u 0.5 M otopini HCl-a dovoljno je za njegovu
inaktivaciju.

Blokiranje pozadinskog bojenja — primarna antitijela visoko su nabijene molekule i
mogu se privuéi ionskim vezama i hidrofobnim interakcijama s drugim recipro¢no
nabijenim molekulama poput kolagena ili nekih drugih protutijela prisutnih u serumu.
Prethodna inkubacija uzorka s 2%-tnim albuminom normalnog seruma ili 5%-tnim
albuminom govedeg seruma kroz 1 sat, moZe smanjiti neZeljena nespecificna vezanja.

Albumini se vezu na nabijene Cestice i neutraliziraju ih.

Inkubacija s primarnim protutijelom — optimalno razrijedenje primarnog protutijela
potrebno je kako bi se izbjegli lazno negativni rezultati. Razrijedenje koje nam daje
intezivno jasno obojenje smatra se optimalnim. U ovom koraku dolazi do vezanja

primarnog protutijela za odredeni epitop antigena koji trazimo.

Inkubacija s obiljeZzenim sekundarnim protutijelom — sekundarno protutijelo veze se na

primarno.

Vizualizacija— dodaje se kromogen koji reagira s obiljezenim sekundarnim protutijelom

i vizualizira reakciju.
Kontrastno bojenje — za vizualizaciju jezgre i tkivne arhitekture.

Dehidracija i fiksiranje — slijedi nakon zavr$enih svih prethodnih koraka (11).
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6.2. CitoloSka analiza urina

Citoloska analiza urina jeftina je i neinvazivna metoda za dijagnostiku vrlo cestih
smetnji kod bolesnika i patoloskih rezultata rutinske analize urina, korisna u otkrivanju i

pracenju bolesti mokra¢nog sustava (20).

Ploc¢aste stanice, stanice urotela i, rjede, tubularne stanice bubrega, epitelne stanice
prostate i sjemenskih mjehuri¢a deskvamiraju u urin. Hematurija je ¢est simptom novotvorina
mokra¢nog sustava i najcesca indikacija za citoloSku pretragu urina. Citologija urina vrlo je
osjetljiva i specifi¢na u otkrivanju dobro diferenciranih (in situ i invazivnih) novotvorina.
Otkrivanje novotvorina urotela niskog stupnja malignosti znatno je manje osjetljivo. Tesko ih
je citoloski prepoznati zbog morfoloske slicnosti s normalnim deskvamiranim stanicama
urotela i onima videnim kod litijaze, upale i stanica urotela u urinu dobivenog instrumentacijom
(22).

Indikacije za citoloSki pregled mokrace ukljucuju:

1. Hematuriju kod sumnje na neoplaziju mokra¢nog sustava.
2. Pracenje nakon lijeCenja in situ i invazivne neoplazije mokra¢nog mjehura.
3. Procjena glomerularnog oSteéenja bubrezne parenhimske bolesti demonstriranjem

mokraénih odljeva i dismorfizma crvenih krvnih zrnaca (22).

Spontano izmokreni urin najées¢e je analizirani tekuci uzorak urotrakta. Urin dobiven
instrumentalno Kkateterizacijom rjede se analizira i tada je nuzno naznaciti podrijetlo i nacin
dobivanja uzorka budu¢i da su mogucée dijagnosticke pogreske. Selektivna kateterizacija uretera
1 bubreznih ¢aSica uz irigaciju fizioloske otopine omogucava precizno otkrivanje sijela tumora,
informaciju koju nije moguce dobiti iz spontano izmokrenog urina (20). Prvi jutarnji urin nije
pogodan za citolosku analizu, jer urin nije medij u kojem stanice mogu ostati dugo sacuvane.
Zato je potrebno uzeti bilo koji uzorak svjeze izmokrenog urina osim prvog jutarnjeg. Citolosku
analizu urina najbolje je uciniti na samom pocetku dijagnostickog postupka, prije bilo kakvih
instrumentacija (cistoskopija) ili kontrastnih radioloskih pretraga (intravenska urografija). Svi
ti zahvati dovode do reaktivnih promjena na stanicama urotela, koje otezavaju interpretaciju
nalaza i nose opasnost od lazno pozitivnih nalaza. Spontano izmokreni urin uobicajeno je

uzimati kroz 3 dana jer neke patoloske promjene na sluznici urotrakta ne deskvamiraju stanice
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kontinuirano sa svoje povrSine, a i hematurija je ¢esto intermitentna pa analiziranje veceg broja

uzoraka povecava osjetljivost metode (23).

Analiza urina zapocinje pregledom izgleda i boje. Normalni urin bistar je i zut. Crvena boja
sugerira nam prisutnost krvi, smeda zu¢nih pigmenata, naranéasta urobilinogena, a tamno
smeda prisutnost hemoglobina. Najc¢es¢a indikacija za citolosku pretragu urina nalaz je
eritrocita u urinu, bilo da se radi 0 mikrohematuriji kao slu¢ajnom nalazu pri sistematskim i
slicnim pregledima ili 0 pacijentima sa simptomima vezanim uz mokra¢ni sustav (dizuri¢ne

smetnje, bolovi, makrohematurija) (17,23).

Prednosti citoloSke analize urina su: jednostavno prikupljanje uzoraka, neinvazivna
pretraga, bez kontraindikacija, moze se ponavljati beskonacno puta, moguc¢nost ranog
otkrivanja karcinoma urotela (prije nego $to postane vidljiv makroskopski, cistoskopski, na
intravenskoj urografiji ili ultrazvuku), moguénost otkrivanja premalignih lezija — atipija i
displazija urotela, te Ca in situ, pretraga obuhvaca ¢itavu povrsinu kanalnog sustava pokrivenu
urotelom i niska cijena pretrage. Nedostaci citoloSke analize urina: nemoguénost to¢ne
lokalizacije patoloske promjene unutar kanalnog sustava, poteskoce u dijagnosticiranju dobro
diferenciranih tumora (papilom vs. dobro diferencirani papilarni karcinom) i poteskoc¢e u
razlikovanju karcinoma in situ (CIS) urotela od slabije diferenciranog invazivnog karcinoma
urotela (23).

Mikroskopski pregled sedimenta urina najvaznija je komponenta analize. NajceSce se
uocavaju dva tipa epitela, stanice ploCastog i prijelaznog epitela, rjede stanice Zljezdanog
epitela. U tipi¢nom ¢istom uzorku urina najzastupljenije su plocaste stanice. Velike su, imaju
centralno smjestenu jezgru 1 nizak im je omjer jezgre 1 citoplazme (N/C omjer). Medu urotelne
stanice ubrajamo dvije vrste, superficijalne i bazalne stanice. Superficijalne su relativno velike,
sadrZe obilnu citoplazmu 1 prilicno velike jezgre. Ponekad se mogu pojaviti u multinuklearnom

obliku. Bazalne stanice, puno su manje od svih ostalih i imaju vi§i N/C omjer (17).

Primjenom Pariske klasifikacije dijagnostickih kategorija u citologiji urina standardizirana
je morfoloska terminologija, a zbog jasnijeg priopéavanja rezultata citoloske analize urina i
ujednacavanja terminologije, ¢lanovi Hrvatskog druStva za klini¢ku citologiju izradili su

standardizirani obrazac za priop¢avanje nalaza citoloske analize urina (24,25).

Dodatni testovi, bazirani na stanicama, a koji se oslanjaju na nemorfolosku analizu samog
urina, UroVysion® (U-FISH) i ImmunoCyt/UCyt+® indicirani su za postavljanje dijagnoze

karcinoma prijelaznog epitela u pacijenata s hematurijom ili prac¢enje pacijenata s prethodnim
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karcinomom mokra¢nog mjehura. U-FISH je test koji se oslanja na detekciju numeri¢kih i
strukturalnih kromosomskih aberacija koje su karakteristi¢ne za karcinom prijelaznog epitela,
a rijetko se nadu u zdravim stanicama. U-Cyt je imunoflorescentni test koji se zasniva na
detekciji triju proteina, koji su prvenstveno izrazeni U malignim stanicama prijelaznog epitela
(26).

Citoloska analiza urina ima nisku osjetljivost i visoku specificnost u detekciji karcinoma.
To znaci da ne bi trebalo biti lazno pozitivnih citoloskih nalaza, ali postoji znac¢ajan broj lazno
negativnih. Dijagnosticku to¢nost urinarne citologije ukratko mozemo opisati kao nisku i
varijabilnu kod papilarnih neoplazmi niskog stupnja malignosti te visoko to¢nu kod high-grade

tumora visokog stupnja malignosti, ukljucujuci invazivni karcinom i karcinom in situ (20,27).

6.3. Citoloska analiza cerebrospinalne tekuéine

Cerebrospinalna tekucina uzorak je koji zahtjeva posebnu paznju u svakom trenutku,
pocevsi od priprema i provodenja postupka uzimanja uzorka, do transporta i naknadne
laboratorijske dijagnostike. Uzorak likvora neponovljivi je uzorak i kada stigne u laboratorij,
potrebna je hitna obrada kako ne bi doslo do propadanja stanica. Analiza cerebrospinalne
tekucine vazna je komponenta u dijagnozi ili isklju¢ivanju pojednih stanja 1 bolesti poput upala
koje ukljuCuju sredi$nji ziv€ani sustav, autoimunih bolesti, subarahnoidnog krvarenja,
neoplazija s mogucom infiltracijom u sredi$nji Ziv¢ani sustav, idiopatske epilepsije ili nekakvih
trauma. Likvor je uzorak koji se moze skupljati samo u ograni¢enim koli¢inama. U prosjeku,
laboratorijska dijagnostika zahtijeva 5-10 mL, a otprilike 4-5 mL potrebno je za procjenu broja
stanica i diferencijaciju, a minimum od 0,5 mL potreban je za odredivanje ukupnih proteina,

albumina, laktata i glukoze.

Prije brojenja i diferencijacije stanica, upisuje se makroskopski izgled cerebrospinalne
tekuc¢ine, a sadrzaj hemoglobina i koncentracija proteina kvalitativno odreduje pomocu test
trake. Pod pretpostavkom da cerebrospinalna tekucina stigne u laboratorij odmah nakon
uzimanja i pod pogodnim transportnim uvjetima stanice se moraju brojiti odmah nakon primitka
uzorka. Kra¢i Zivotni vijek stanica u likvoru, posebno granulocita, medu ostalim ¢imbenicima

moze se pripisati znatno nizem sadrzaju proteina (28).
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Stanice koje mozemo pronac¢i pri mikroskopskoj analizi razni su oblici leukocita (posebice
limfociti kod odraslih te monociti kod novorodencadi), eritrociti, stanice koroidnog pleksusa te
stanice srediSnjeg zivCanog sustava (29). Nakon brojenja i diferencijacije stanica
cerebrospinalne tekucine slijedi mikroskopsko otkrivanje gljiva i bakterija, ¢ija se definitivna
dijagnoza potvrduje u mikrobiolo§kom laboratoriju i predstavlja vazan dio osnovnog programa

obrade likvora. Normalna cerebrospinalna tekuc¢ina je u pravilu acelularna.

Cilj pripreme preparata likvora dobiti je optimalan odnos stanica u vidnom polju, sva
stani¢na populacija sadrzana u cerebrospinalnoj tekucini mora biti prisutna u sedimentu, bez
promjene njihovog odnosa. Potrebno je sprijeciti preklapanje stanica, posebice u slucaju
povecanog broja eritrocita u uzorku. Dvije uobi¢ajene metode izrade preparata za mikroskopsku
diferencijaciju stanica su citocentrifugiranje i Sayk metoda. Citocentrifugiranjem moguca je
promjena morfologije stanica, osobito ako je u uzorku mali broj stanica. Dodavanje aloumina
u uzorak sprjecava autolitiCke procese. Koncentriranje likvora s malim brojem stanica osobito
je vazna u slucajevima akutne mijeloi¢ne i akutne limfocitne leukemije. U dijagnostici
cerebrospinalne tekudine pozeljna je automatizacija i standardizacija, budué¢i da velik broj

¢imbenika utje¢e na kvalitetu kona¢nog rezultata (28).

Za obradu u citocentrifuzi potrebno je 250 pL uzorka (po staklu) koji se centrifugira pri
brzini od 1120 okretaja kroz 5 minuta. Nakon toga slijedi fiksiranje susenjem na zraku i bojenje
metodom po MGG-u. Za bojenje metodom po Papanicolaou sediment se fiksira u metanolu 2-
5 minuta (30).

Poznavanje citoloskih karakteristika stanica u normalnim i bolesnim stanjima osnova su
pouzdane citoloske dijagnoze. U normalnom likvoru nalaze se limfociti i monociti.
Prevladavanje neutrofilnih granulocita ukazuje na bakterijski meningitis i intracelularne
bakterije. Suprotno tome, kod virusnih i kroni¢nih infekcija prevladavaju limfociti i monociti.
Nakon aktivacije limfociti se obi¢no umnazaju i na kraju diferenciraju u plazma stanice, a
monociti se diferenciraju u makrofage koji Ciste stani¢ne ostatke. Makrofazi koji sadrze
fragmente eritrocita ili produkte razgradnje hemoglobina nazivaju se eritro- ili siderofazi, a oba
ukazuju na prethodno subarahnoidalno krvarenje. Nalaz tumorskih stanica specifi¢an je za
neoplasticni meningitis. Podrobna morfoloska analiza cerebrospinalne tekucine omogucuje
dragocjene dijagnosticke podatke, nuzna je u svim sluc¢ajevima s poviSenim brojem stanica,
sumnjom na subarahnoidalno krvarenje i neoplasti¢éni meningitis. Rezultati citodijagnostike
cerebrospinalne tekucine nadopunjuju ostale klinicke i laboratorijske nalaze, a uvijek ih treba

tumaciti u klinickom kontekstu (31).
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6.4. Citoloska analiza zglobne tekuéine

Zglobna tekué¢ina transudat je plazme koja nastaje filtracijom kroz sinovijalnu
membranu, a bogata je hijaluronskom kiselinom koju stvaraju sinoviociti. Viskozna sinovijalna
teku¢ina podupire 1 podmazuje zglobnu hrskavicu u zglobovima. Bolesti koje zahvacaju
zglobove mogu uzrokovati izljeve u zglobni prostor. Najvaznija klinicka primjena citoloske
analize zglobne tekucine razlikovanje je neupalnih (degenerativnih) od upalnih (septickih, giht,
reumatoidnih) izljeva u zglobove. Kao kod svih tekuéih uzoraka pri prijemu u laboratorij
oznacava se koli¢ina, boja, prozirnost i viskoznost te prisutnost solidnijih dijelova (koaguluma,
komadica hrskavice, fibrilarnog materijala). Normalna zglobna tekuc¢ina bezbojna je i bistra. U
nativnom (neobojenom) uzoku mogu se naéi dijelovi hrskavice, hondrociti i ragociti, stanice
karakteristi¢ne za reumatoidni artritis. To su polimorfonukleari ¢ija je citoplazma ispunjena
zrncima koja su posljedica unosa IgG imunoglobulina, reumatoidnog faktora i komplementa.
Uzorak se, ovisno o viskoznosti, moze direktno razmazati na predmetno staklo ili centrifugirati
te bojiti metodama po MGG-u i Papanicolaou nakon odgovarajuce fiksacije. U upalnim
artropatijama dominiraju polimorfonukleari, a limfociti, makrofazi i sinoviociti u ne-upalnim
stanjima (osteoartritis, trauma) (Slika 16. i 17.). Bojenjem uzorka berlinskim modrilom mogu

se dokazati depoziti Fe u makrofazima koji se vide nakon krvarenja u zglobne prostore (32).
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Slika 16. Upalne stanice, pretezno Slika 17. Upalne stanice, pretezno limfociti
limfociti i stanice sinovije, MGG x400 i stanice sinovije, Papanicolaou x400

(Zbirka Klinickog zavoda za klinic¢ku citologiju KBC Osijek)
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Velik broj razli¢itih vrsta uzoraka iz svih glavnih organskih sustava uklju¢eno je u
kategoriju eksfolijativnih tekuéih uzoraka. Citodijagnostika tekuéih uzoraka analizira
odljustene stanice, a njthovom obradom u citocentrifugi dobije se suspenzija stanica na malom
prostoru koju je moguce morfoloski analizirati, uciniti stanicni blok i provesti dodatne
citokemijske, imunocitokemijske i molekularne analize. Citodijagnostika tekucih uzoraka ima
znacajnu ulogu u obradi bolesnika s neoplasticnim i ne-neoplasticnim bolestima. Od velike je
vaznosti zbog nalaza malignih stanica u tjelesnim tekuc¢inama, posebno u pacijenata bez
prethodne dijagnoze maligne bolesti, jer ukazuje ne samo na mogucée podrijetlo primarnog

tumora vec 1 na stupanj proSirenosti maligne bolesti.
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7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj ovog rada pregledno je prikazati metode prikupljanja i obrade

uzoraka te mogucénosti citodijagnostike tekuc¢ih uzoraka.

MATERIJALI | METODE: Literatura je pretrazivana prema temi i predmetu istrazivanja,
autorima i ¢asopisu. Ciljana pretraga provedena je na bazama MEDLINE/PubMed, Science
Direct, Google pretrazivacu 1 putem znanstvenih Clanaka. Literaturni pregled obuhvaca
razdoblje do 2020. godine i oslanja se na javnodostupne baze. Pri proucavanju relevantnih
¢lanaka izdvojeni su najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci koji su prikazani ovim zavrSnim

radom.

REZULTATI: Citodijagnostika tekuc¢ih uzoraka ima znacajnu ulogu u obradi bolesnika sa
neoplasti¢nim i ne-neoplasticnim bolestima. Od velike je vaznosti u slucaju nalaza malignih
stanica u tjelesnim tekué¢inama, osobito u pacijenata bez prethodne dijagnoze maligne bolesti,
jer ukazuje ne samo na stupanj proSirenosti maligne bolesti ve¢ i na moguée podrijetlo
primarnog tumora. Za morfolosku analizu tekuéi uzorci se centrifugiraju i standardno boje
metodama po MGG-u i Papanicolaou. Metoda stani¢nog bloka osigurava uvid u arhitekturu
fragmenata, korelaciju histoloskog 1 citoloskog uzorka te izradu uzoraka pogodnih za
imunocitokemijske i molekularne analize. Metodom tekucinske citologije dobije se tanak sloj

stanica s minimalnim preklapanjem koji uvelike olak§ava morfolosku analizu.

ZAKLJUCAK: Citodijagnostika tekuéih uzoraka analizira odljustene stanice, a njihovom
obradom u citocentrifugi dobije se suspenzija stanica na malom prostoru koju je moguce
morfoloski analizirati, u¢initi stani¢ni blok i provesti dodatne citokemijske, imunocitokemijske

i molekularne analize.

KLJUCNE RIJECI: tjelesne tekuéine, citologija tekuéina, citodijagnostika, citocentrifuga
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CYTOLOGICAL DIAGNOSTIC OF LIQUID SAMPLES

OBJECTIVES: The main purpose of this final paper is to clearly show methods of collecting
and processing samples as well as possibilities of cytodiagnostics of liquid samples.

MATERIAL AND METHODS: Literature was searched by topic and subject of research,
authors and journal. A targeted search was conducted on the bases of MEDLINE/PubMed,
Science Direct, Google search and through scientific articles. The literature review covers the
period up to 2020 and relies on publicly available databases. In studying the relevant articles,

the most important results, discussions and conclusions are identified and presented in this final

paper.

RESULTS: Cytodiagnostics of liquid samples plays a significant role in the treatment of
patients with neoplastic and non-neoplastic diseases. It is of great importance in the case of
finding malignant cells in bodily fluids, especially in patients without previous diagnosis of
malignancy because it indicates not only the degree of the spread of malignancy but also the
possible origin of the primary tumour. For morphological analysis, liquid samples are
centrifuged and standardly stained by MGG and Papanicolaou methods. The cell block method
provides insight into the architecture of fragments, the correlation of histological and
cytological samples and the production of samples suitable for immunocytochemical and
molecular analyses. The liquid based cytology method produces a thin layer of cells with

minimal overlap that greatly facilitates morphological analysis.

CONCLUSION: Cytodiagnostics of liquid samples analyses peeled cells, and their processing
in a cytocentrifuge gives a suspension of cells on the small area that can be morphologically
analysed, turned into cell block and additional cytochemical, imunocytochemical and molecular

analyses can be performed.

KEYWORDS: bodily fluids, liquid based cytology, cytodiagnostics, cytocentrifuge
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