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POPIS KRATICA

VCE uzorak

Papa test
STDs
IUD

PID
KBC
TBS
DNK
HCI

EA
ALOs

LNG-IUD

uzorak koji se uzima iz vagine, cerviksa i endocerviksa

test po Papanicolaou

spolno prenosive bolesti (engl.Sexually transmitted diseases)
intrauterini ulozak (engl.Intrauterine device)

zdjeli¢na upalna bolest (engl.Pelvic inflammatory disease)
Klinicki bolnicki centar

Bethesda klasifikacija (engl. The Bethesda classification)
deoksiribonukleinska kiselina

klorovodic¢na kiselina

eosin azure boja

organizmi nalik na Actinomyces (engl.Actinomyces like organisms)

intrauterini uloZak koji otpusta levonorgestrel



1.Uvod

1. UvOD
1.1. VCE obrisak za citoloSku analizu — Papa test

Papa test je morfoloski test probira za karcinom vrata maternice koji uz pomo¢
citoloske analize detektira premaligne i invazivne forme karcinoma vrata maternice.
Otkrivanjem premalignih promjena sprjeCava se nastanak invazivnog karcinoma. Pravilno
uzet uzorak temelj je za to¢no postavljanje dijagnoze. Kod uzimanja uzorka nuzno je dobro
prikazati cerviks u spekulima i uzeti ga s cijele cirkumferencije vrata maternice, ukljuc¢ujuci
transformacijsku zonu koja predstavlja najceS¢e mjesto pojave cervikalnih displazija i
neoplazija (1). Uzorci za konvencionalnu citologiju mogu se uzimati drvenom ili plasticnom
spatulom, endocervikalnom cetkicom i metlicom. Stani¢ni uzorci ravnomjerno se prenesu na
predmetno stakalce tako da se vaginalni obrisak iz straznjeg svoda vagine (V) nanese odmah
do identifikacijskog broja na stakalcu, do njega cervikalni (C) s egzocerviksa i na kraju
endocervikalni (E) uzorak. Ovakvim uzorkovanjem na jednom stakalcu dobiva se razmaz
stanica iz vagine, cerviksa i endocerviksa (VCE obrisak). Kako bi se izbjeglo deformiranje
stani¢nih detalja susenjem, razmazi se moraju odmah fiksirati. Stakalce se odmah uranja u 95
%-tni etilni alkohol ili se fiksira pomoc¢u sprej-fiksativa. Nakon toga slijedi proces bojanja
razmaza po Papanicolaou, pri ¢emu se Orange G i EA (eosin azure) koriste za bojanje
citoplazme, a hematoksilin za bojanje jezgre (1). Izmedu ostalog, Papa test se koristi i kao
metoda citohormonske dijagnostike te detektira patoloske upalne promjene i uzro¢nike spolno

prenosivih bolesti. Osjetljivost detekcije izmedu razli¢itih uzro¢nika varijabilna je (2).

1.2. Etiologija upalnih reaktivnih promjena vrata maternice i vagine detektiranih VCE
obriskom

Normalni uvjeti u rodnici odrzani su metaboliziranjem glikogena i proizvodnjom
mlije¢ne kiseline od strane Ddéderleinovih Stapica (Lactobacillus acidophilus) (3). To su
aerobi koji su prisutni u 70 do 90 % Zena bez prisutnosti upale. Time se stvara kiseli pH (od
3,5 do 4,5) koji inhibira razmnoZzavanje potencijalnih patogena (4). Odnos izmedu laktobacila
1 patogenih mikroorganizama moguce je odrediti Schroderovom klasifikacijom stupnjeva
Cisto¢e vaginalnog iscjetka. U normalnom ekosustavu rodnice prisutno je 17 do 30 razli¢itih

vrsta bakterija. Najces¢i aerobi obuhvacaju difteroide, streptokoke, Staphylococcus
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epidermidis i Gardnerellu vaginalis, a u najzastupljenije anarobe ubrajamo Peptococcus,

Peptostreptococcus i Bacterioides (4, 5).

Upalne promjene u zenskom spolnom sustavu nastaju kao posljedica djelovanja
Sirokog spektra mikroorganizama i parazita, kao i fizickih ili kemijskih agenasa koji ostecuju
sluznicu genitalnog trakta i uzrokuju upalne promjene. Vecinu uzroénika upalnih promjena
mogucée je detektirati Papa testom. Predisponiraju¢i faktori za nastanak upale ukljucuju
nezreli skvamozni epitel vagine i cerviksa koji je prisutan u prepubertalnom i
postmenopauzalnom razdoblju te traume endocervikalnog kanala, posebice u zena koje su
rodile. Promjene u aciditetu vagine takoder znacajno utjeCu na samu upalu — alkalni pH koji je
prisutan za vrijeme otjecanja menstruacijske krvi, pogoduje rastu i razmnozavanju parazita
Trichomonasa vaginalisa (6). lako svaki dio spolnog sustava moze biti zahvacen upalom,
pojedini uzrocnici pokazuju visi afinitet prema nekim vrstama tkiva. Zbog viSeg afiniteta
prema endocervikalnom tkivu, stafilokoki i streptokoki nac¢i ¢e se ¢eS¢e u obrisku uzetom s
endocerviksa, dok ¢e se prisutnost T. vaginalisa dokazati najce$¢ée u vaginalnom i
cervikalnom dijelu obriska. Tri su osnovna mehanizma nastanka infekcije u zenskom spolnom
sustavu: direktna invazija spolno prenosivim patogenima, diseminacija infekcije iz okolnih
organa te prijenos infekcije hematogenim putem. Bez obzira na put nastanka infekcije svi

upalni procesi u konacnici ¢e zavrsiti akutnom ili kroni¢nom upalom (6).

1.3. CitoloSka detekcija akutnih upalnih reaktivnih promjena u VCE obrisku

Dominantan nalaz akutnog upalnog procesa u cerviksu je prisutnost obilnog upalnog
infiltrata sastavljenog uglavnom od neutrofilnih granulocita. S obzirom da je prisutnost
mjestimi¢nih  polimorfonuklearnih leukocita fizioloski nalaz u obriscima uzetim u
predmenstrualnom i menstrualnom razdoblju, vazno je da se oni ne zamijene s patoloskom
prisutnosc¢u istih u upalnoj reakciji (7). Upalne promjene uzrokovane ostecenjem cervikalnog
epitela ukljucuju u prvom redu vaskularni odgovor: hiperemiju papilarnih krvnih zila,
eksudaciju teku¢ine u okolno tkivo 1 migraciju polimorfonuklearnih leukocita na mjesto
infekcije ili ozljede. Takve promjene histoloski se klasificiraju kao nespecifi¢ni cervicitis.
Obrisci u kojima prevladavaju elementi akutne upale ¢esto mogu biti ,,prljavog® izgleda zbog
obilnog upalnog eksudata sastavljenog od brojnih granulocita uklopljenih u proteinom bogati
eksudat, stani¢nog debrisa, eritrocita te ponekad sluzi i lanaca kokoidnih ili Stapicastih

bakterija (6). Takvi nalazi u kojima brojni granulociti prekrivaju epitelne stanice u razmazu,
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¢ine taj nalaz nezadovoljavaju¢im za ocjenu. U nespecificnom cervicitisu jezgre plocastih
stanica su uvecéane, jednolike i okrugle, a ponekad su prisutne binukleacije ili multinukleacije.
Obicno su vezikularne i hipokromne, ali moguce je detektirati i blagu hiperkromaziju s fino

zrnatim kromatinom.

1.4. Specifi¢ni uzrocnici upale detektirani VCE obriskom

Mikroorganizmi koji obitavaju na sluznici donjeg genitalnog trakta ili ju inficiraju
mogu biti identificirani u razmazu izravno ili na temelju specificnog citopatskog efekta —
virusi (1). Osim virusa, detekcija uzro¢nika obuhvaca i bakterije, gljivice te parazite od

kojih vecina spada u spolno prenosive bolesti (STDs).

1.4.1. Detekcija Actinomyces species infekcije u pacijentica korisnica intrauterinog
uloska (IUD-a)

Clanovi roda Actinomyces tanki su gram-pozitivni nesporogeni $tapi¢i i filamenti koji
se granaju, a zbog stvaranja micelija Cesto sli¢e gljivama. Najznacajniji predstavnici roda
Actinomyces su: A. israelli, A. neslundii, A. radingae, A. turicesis (8). Fakultativni su do
striktni anaerobi 1 dio su normalne flore usne Supljine i gastrointestinalnog sustava, dok se u
vaginalnoj flori ne pojavljuju kao komenzali. Prisutnost bakterije u cerviksu i vagini gotovo
uvijek je povezana sa stranim tijelom. A. israelli, striktni anaerob, najvazniji je uzro¢nik
infekcija u Covjeka. Aktinomicete ne uzrokuju klinicke simptome u osoba sa zdravom |
oCuvanom sluznicom i nalaz je najceS¢e bezopasan. U VCE razmazima organizmi izgledaju
kao centralno ,,klupko* bazofilnih filamenata s pojedinaénim tankim filamentima koji se $ire
periferno, a ponekad su okruZzeni upalnim eksudatom (Slika 1.). Ako dode do za njih
povoljnih uvjeta — oStecenja sluznice i anaerobnog okolisa, poinju se razmnozavati te
posljedicno tome uzrokovati kroni¢nu infekciju — aktinomikozu (9, 10). Razlikujemo
cervikofacijalnu, torakalnu, abdominalnu i zdjelicnu aktinomikozu. Najvecu ucestalost ima
cervikofacijalna aktinomikoza s prevalencijom od c¢ak 60 % (9). Abdominalni oblik
karakteriziran je stvaranjem tuboovarijskog apscesa s posljedicnim adhezivnim promjenama.
U klinicki manifestnoj bolesti dolazi do stvaranja granuloma i apscesa, a sama upala Siri se

per continuitatem. U gnojnom eksudatu nalazimo kolonije aktinomiceta u koje se kasnije
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ulazu kalcijeve soli, pa takva zrnca zbog Zute boje nazivamo ,,sumpornim zrncima”, a rezultat

su ¢vrstog ispreplitanja filamenata aktinomiceta (10).

Slika 1. Actinomyces (iz fundusa
Klinickog zavoda za klinicku citologiju KBC-a
Osijek, bojanje po Papanicolaou, x400)

Zdjeli¢na aktinomikoza povezuje se s traumom endometrija u Zena korisnica IlUD-a
kao metode kontracepcije. Simptomatski moze imitirati zdjeli¢ne tumore ili tuberkulozu zbog
svog progresivnog i kontinuiranog Sirenja (9). Smatra se kako je rizik od njezinog nastanka
dva do cetiri puta ¢eS¢i u usporedbi sa zenama koje ne koriste taj oblik kontracepcije.
Infekcija najces¢e nastaje ascenzijom uzrocnika iz vrata maternice koji je smatran sijelom
primarne infekcije aktinomicetama. Bakterije naseljavaju endocervikalne kripte i uzrokuju
uglavnom asimptomatski kroni¢ni endocervicitis koji u praksi najceS¢e ostaje neprepoznat
upravo zbog nedostatka klinickih simptoma. Ako se u tih pacijentica postavi IUD, on postaje
pogodno sredstvo kojim ¢e bakterije ascendirati u endometrij. lako rijetko, moguca je i
diseminacija uzro¢nika limfogenim te hematogenim putem iz gastrointestinalnog i ostalih
udaljenih sijela infekcije. Osim IUD-a, vaginalni pesari, kirurske klipse, zaboravljeni tamponi
te ostala strana tijela u zenskom spolnom sustavu pogodovat ¢e ascenziji uzro¢nika i nastanku

infekcije.

Intrauterini ulozak najcesce je koriStena metoda kontracepcije u svijetu (11). Postavlja
se u materiSte gdje izaziva lokalnu upalnu reakciju koja djeluje spermicidno i sprjecava
ascenziju spermija prema materiStu 1 jajovodima. Prvi IUD u obliku spirale postavljen je
1929. godine od strane njemackog ginekologa dr. Ernsta von Grifenberga pa je za IUD
uvrijezen naziv spirala, iako danasnji IUD-i nisu spiralnog oblika, ve¢ T-oblika s brojnim
modifikacijama (12). U uporabi su medicinirani (dodatak bakra ili progestagena) i

nemedicinirani ulosci (gradeni samo od polietilena). Mogu se koristiti kao oblik kontracepcije
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u premenopauzalnih Zena. Osim toga, IUD se moZe postaviti 1 u postmenopauzalnih zena s
ciljem lokalnog otpustanja hormona kao hormonsko nadomjesno lijecenje. Djeluje na principu
mijenjanja cervikalne sluzi te poti¢e upalne promjene u endometriju, $to u konacnici vodi do
promjena u citoloSkim uzorcima. Krakovi uloSka postavljaju se u fundus, a trup se proteze
uzduzno do istmusa. Preporuc¢eno drZanje ne bi smjelo biti duze od 5 godina kad ih je uputno
izvaditi 1 uiniti obavezan citoloski i mikrobioloski obrisak, s naglaskom na aktinomikozu kao
supklinicku infekciju. Rizik za nastanak infekcije raste s godinama upotrebe (12, 13, 30).
Prema najnovijim saznanjima, ako pacijentica s 1UD-om oboli od pelvi¢ne upalne bolesti
(PID), upalu je moguce izlijeciti samo antibiotskom terapijom, uz ostavljanje intrauterinog
uloska (14).

1.4.2. Detekcija Trichomonas vaginalis infekcije u VCE obrisku

Trichomonas vaginalis je flagelat iz koljena protozoa, kruskolika oblika. Prenosi se
uglavnom spolnim putem. Nalazi se u vagini i distalnom dijelu uretre kod Zena, dok ga kod
muskaraca nalazimo osim u distalnom dijelu uretre i u prostati. Najées¢e se radi o
asimptomatskom kliconostvu, no moze uzrokovati i akutnu upalu sluznice vagine i cerviksa.
Simptomi u Zena ¢e$¢i su 1 izrazeniji, dok su muskarci uglavnom asimptomatski kliconose.
Trihomonijaza se povezuje s prijevremenim porodom, PID-om te neplodno$¢u u Zena i
muskaraca (15-17). Najce$¢a je spolno prenosiva bolest bolest Sirom svijeta nevirusne
etiologije, ¢ija incidencija raste (18). Nakon virusa i klamidije, T. vaginalis je trec¢i po redu
uzro¢nik vaginitisa 1 obuhvaca oko 25 % svih vaginitisa. Zanimljiva je ¢injenica da ukoliko je
Zena nosilac uzro¢nika tada ¢e oboljeti 40 do 50 % partnera, dok ¢e se on od muskarca
prenijeti na 85 % zena (5). Glavni simptom akutne infekcije je obilan pjenusav vaginalni
iscjedak zelenozute boje. Trihomonasi se mogu naci bez popratne upalne reakcije, no u
pravilu se ona nalazi u vidu nuklearnih atipija (povecanje, varijacije u veli¢ini, binukleacija,
piknoza i karioreksa) te eozinofilije citoplazme, perinuklearnog haloa i ekstenzivne citolize.
Te promjene same za sebe sugeriraju dijagnozu trihomonasa, ali bez nalaza prisutnosti
parazita ona se ne moze postaviti. Flagele parazita nalaze se rijetko, jer zbog svoje fragilne
strukture podlijezu destrukciji u procesu obrade. Zbog prisutnosti mnostva granulocita i

blijede obojenosti, tesko ga je uociti 1 razlikovati od komadi¢a zgusnute sluzi i stani¢nog
debrisa (19).
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2. CILJ RADA

Cilj je ove studije:

1. ispitati udio VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces u desetogodisnjem razdoblju od
2008. do kraja 2017. i usporediti ih s podatcima u literaturi.

2. ispitati povezanost VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces s KoriStenjem intrauterinog

uloska u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom.

3. ispitati povezanost VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces sa znacima upale na stanicama

plocastog epitela u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom.

4. ispitati povezanost VCE razmaza pozitivnin na Actinomyces s povecanim brojem

neutrofinih granulocita u razmazu u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom.

5. ispitati povezanost VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces s Trichomonas vaginalis

infekcijom.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ovo je retrospektivna presjecna poredbena studija (20).

3.2. Ispitanice

Retrospektivnom studijom obuhvacene Su ispitanice u kojih je na KlinicCkom zavodu
za Klini¢ku citologiju Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Osijek u razdoblju od 2008. do kraja
2017. godine izvrsen citoloski pregled VCE razmaza. Iskljuéni kriterij bio je neadekvatni

citoloski nalaz.

Uveden je sistem Sifriranja prema kojem nije moguce utvrditi identitet osobe ¢iji su

anamnesticki podatci koristeni u daljnjem tijeku istrazivanja.

3.3. Metode

Citoloski uzoreci fiksirani su u 95%-tnom alkoholu i bojani metodom po Papanicolaou.
Uvazavajuci kriterije diferencijalne citologije za opis citoloskih nalaza koristila se
klasifikacija Zagreb 2002. koja predstavlja hrvatsku modifikaciju klasifikacije Bethesda TBS
2001 (1, 21, 22).

Za svaku ispitanicu ispitalo se:

1. prisustvo / odsustvo Actinomyces like organizama (ALOs-a) u VCE uzorku
2. prisustvo / odsustvo znakova upale na stanicana

3. prisustvo / odsustvo povecanog broja neutrofilnih granulocita u VCE uzorku

4. eventualna koegzistirajuca infekcija Trichomonas vaginalisom
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3.3.1. Bojanje po Papanicolaou

Bojanje po Papanicolaou danas se koristi zbog svojih brojnih prednosti. Kvalitetnim
bojanjem je oCuvana transparentnost citoplazme (i kod stanica koje se preklapaju), jasni su
nuklearni detalji, postoji moguénost razlikovanja stupnja stani¢ne diferencijacije plocastog
epitela te stabilnost bojanja nakon duzeg vremenskog razdoblja (23). Samo bojanje se sastoji
od nekoliko glavnih koraka. Prvi je fiksacija, zatim slijedi bojanje jezgre te bojanje
citoplazme i na kraju ¢iséenje. Kako bi se izbjeglo susenje i deformiranje stani¢nih detalja,
uzorke je potrebno odmabh fiksirati. Dobro fiksiranje klju¢ je dobre citoloske dijagnoze pa ¢e
se kod prekasno fiksiranih uzoraka naci artefakti koji onemogucuju tocno postavljanje
dijagnoze. Postoji nekoliko nacina fiksacije koji su pogodni za bojanje uzoraka po
Papanicolaou. Mokra fiksacija oznacava uranjanje uzoraka odmah nakon uzimanja u 95 %-tni
etanol (Slika 2.). Drugi nacin je mokra fiksacija s naknadnim suSenjem na zraku — najprije se
uzorak nakon uzimanja uroni u 95 %-tni etanol, nakon ¢ega se izvadi i ostavi susiti na zraku.

Takav uzorak Salje se u laboratorij gdje se prije bojanja ponovno mora uroniti u 95 %-tni

etanol.

Slika 2. Uranjanje uzoraka u 95 %
alkohol pri mokroj fiksaciji (iz fundusa

Klinickog zavoda za klinicku citologiju

KBC-a Osijek)

Za fiksaciju se mogu koristiti i razli¢iti komercijalni spray fiksativi, koji su vodeno-
alkoholne otopine koje sadrze polietilen-glikol (Slika 3.). Tako fiksirane uzorke potrebno je u
laboratoriju prije bojanja uroniti u 95 %-tni etanol. U nedostatku ostalih fiksativa kao sredstvo

fiksacije moze posluziti i lak za kosu (24, 25).
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Slika 3. Princip fiksiranja razmaza

spray fiksativom (iz fundusa Klinickog

zavoda za Klinicku citologiju KBC-a
Osijek)

Nakon fiksacije slijedi bojanje jezgre. Za to se koristi prirodna boja hematoksilin -
naj¢eS¢e Harris hematoksilin koja dobro prikazuje strukturu kromatina normalne ili
abnormalne stanice. Ona se veze za sulfatne skupine deoksiribonukleinske (DNK) molekule.
Boja se ispire destiliranom vodom i izbjeljuje 0,025 % otopinom klorovodi¢ne kiseline (HCI)
koja se takoder ispire (24, 25). Bojanje citoplazme, kao tre¢i korak, odvija se u dva koraka.
Prvo se koristi monokromatska Orange boja koja boja keratin narancasto. Na trZiStu su
dostupne Orange G koja keratin boja Zuckasto-narancasto i Orange II koja boja crvenkasto-
narancasto. Tom se bojom dobro moZe prikazati prisutnost parakeratoze, hiperkeratoze i
keratiniziranih malignih stanica. Drugi je korak bojanje citoplazme polikromatskom EA
(eosin azure) bojom koja se sastoji od eozina, svijetlo zelene i Bismarck smede boje. Eozin
boja ljubicasto citoplazmu zrelih plocastih stanica, nukleole i cilije. Svijetlo zelena boja boji
citoplazme metabolicki aktivnih stanica u plavo. Bismarck smeda ne daje karakteristicnu boju
citoplazmi. Slijedi uranjanje u apsolutni alkohol koji uzrokuje kompletnu dehidraciju koja

sluzi kao priprema za ¢iS¢enje uzorka (Slika 4.) (24, 25).
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Slika 4. Aparat za bojanje po Papanicolau (iz fundusa Klinickog zavoda za
Klinicku citologiju KBC-a Osijek)

Zavrsni korak bojenja je ¢iS¢enje uzoraka za koje se koristi ksilol. Ksilol je bezbojna
tekuc¢ina, kemijski je nereaktivan i ima gotovo isti indeks loma kao staklo. To je vazno zbog
transparentnosti uzorka tijekom mikroskopiranja. Nakon bojenja slijedi uklapanje. U tu svrhu
koristi se ljepilo koje povezuje staklo 1 pokrovnicu, ¢uva preparat od skvr€avanja i isuSivanja

te sprjeCava oksidaciju i blijedenje uzorka (Slika 5.) (24, 25).
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80% alkohol 70% alkohol 50% alkohol Destilirana voda Haris 1a

—

10 sek 10 sek - 10 sek 10 sek 7 min

Tekuéa voda HCI + tekuca voda Tekuéa voda 50% alkohol amonijak

— (14 mlHCI-1000 — —_— (15 ml amonijaka -

10 sek ml vode) 2 sek 10 sek 10 sek 1000 ml alkohola)
10 sek

!
‘ 70% alkohol +

I
80% alkohol ~ 96% alkohol ~ 96% alkohol ’ 7 Orange G ~ 96% alkohol

10 sek = 10 sek ’ 10 sek H 10 min

96% alkohol Polychrom EA 31 96% alkohol 96% alkohol 96% alkohol
10 sek Smin 10 sek 10 sek 10 sek

Apsolutni Apsolutni Xylol + apsolutni
alkohol alkohol alkohol 1:1

10 sek 10 sek 10 sek

Slika 5. Shematski prikaz bojanja razmaza po Papanicolaou (iz fundusa Klinickog zavoda za
klinicku citologiju KBC-a Osijek)

3.4. Statisticke metode

Za opis distribucije frekvencija istraZivanih varijabli upotrijebljene su deskriptivne
statisticke metode. Sve varijable testirane su na normalnost distribucije Kolmogorov-
Smirnovljevim testom te u ovisnosti o rezultatu za njihovu daljnju obradu primijenjene su
parametrijske ili neparametrijske metode. Srednje vrijednosti kontinuiranih varijabli izraZene
su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom za normalno distribuirane varijable te
medijanom i rasponom za varijable koje se ne raspodjeljuju normalno. Nominalni pokazatelji
prikazani su raspodjelom ucestalosti po skupinama i udjelom. Za utvrdivanje razlika izmedu
dva nezavisna uzorka upotrijebljen je t-test kao parametrijski ili Mann-Whitney U test kao
neparametrijski. Za utvrdivanje razlika medu proporcijama izmedu dva nezavisna uzorka
koristiti ¢e se y2-test i Fisherov egzaktni test (26, 27). Povezanost normalno raspodijeljenih
numerickih varijabli ocijenjena je Pearsonovim koeficijentom korelacije r, a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele Spearmanovim koeficijentom korelacije p. Za statisticku
analizu koristili su se racunalni program MedCalc (inac¢ica 16.2.0, MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgija) i SPSS (inacica 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. Rezultati

4. REZULTATI
U razdoblju od 2008. do 2017.godine u KBC-u Osijek napravljen je citoloski razmaz

561 318 zena. NaSe istrazivanje radeno je na uzorku od 499 789 (89 %) Zena ¢iji je VCE
razmaz zadovoljavao za interpretaciju, od kojih je 1 715(0,34 %) Zena pozitivno na

Actinomyces.

Ispitanice s VCE razmazom pozitivnim na Actinomyces znacajno vise Kkoriste
intrauterini ulozak (IUD) (Fisherov egzaktni test, P <0,001), znac¢ajno ih viSe, njih 809
(47,2 %) ima znakove upale na stanicama u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa
testom (Fisherov egzaktni test, P < 0,001). Takoder, ispitanice s pozitivnim Actinomycesom
¢es¢e imaju povecan broj neutrofilnih granulocita u razmazu, u odnosu na ostale uzroc¢nike

detektabilne Papa testom (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 1.).

Tablica 1. Raspodjela ispitanica u odnosu na prisutnost Actinomycesa u VCE razmazu u
odnosu na koristenje intrauterinog uloska, upalu na stanicama i povecan broj neutrofilnih

granulocita

Broj (%) ispitanica

P*
Actinomyces bez Actinomyces Ukupno
KoriStenje intrauterinog uloska (IUD)
IUD 1024 (59,7 %) 25 713 (5,2 %) 26 737 (5,3 %)
< 0,001
bez IUD 691 (40,3 %) 472 361 (94,8 %) 473 052 (94,7 %)
Upala na stanicama plo¢astog epitela
Da 809 (47,2 %) 81119 (16,3%) 81928 (16,4 %)
< 0,001
Ne 906 (52,8 %) 416 955 (83,7 %) 417 861 (83,6 %)
Povecan broj neutrofilnih granulocita u razmazu
Da 227 (13,2 %) 17 010 (3,4 %) 17 237 (3,4 %)
< 0,001
Ne 1 488 (86,8 %) 481 064 (96,6 %) 482 552 (96,6 %)
Ukupno 1715 (100 %) 498 074 (100 %) 499 789 (100 %)

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

U skupini ispitanica s pozitivnim Actinomycesom, 20 (1,2 %) ispitanica je s

Trichomonas vaginalis infekcijom.

Od ukupno 81 928 (16,4 %) ispitanica s upalom na stanicama, najviSe njih 43 550
(53,2 %) ima mijesanu floru, zatim kod 18 548 (22,6 %) ispitanica uzroc¢nici su Fungi, kod 12
017 (14,7 %) Gardnerella, dok se Trichomonas nalazi kod 3 758 (4,6 %), Bacillus vaginalis
kod 1 214 (1,5%), Actinomyces kod 809 (1 %), Chlamydia kod 78 (0,1 %) ispitanica,
Leptothrix vaginalis kod 42 (0,1 %) i viSe uzro¢nika kod 1 912 (2,3 %) ispitanica (Slika 6.).

mijesana flora
Fungi
Gardnerella
Trichomonas
vise uzrotnika
Bacillus vaginalis
Actinomyces

Chlamidya

Leptothrix vaginalis

=]

10000 20000 30000 40000 50000

m broj ispitanica

Slika 6. Raspodjela ispitanica prema uzro¢nicima upale detektiranim Papa testom

Povecan broj neutrofilnih granulocita u razmazu ima 17 237 (3,4 %) ispitanica, od
kojih 11 152 (64,7 %) ima mijesanu floru, 3 293 (19,1 %) ima Funge, 1 476 (8,6 %) njih ima
Gardnerellu, dok se Trichomonas nalazi kod 586 (3,4 %) ispitanica, Actinomyces je prisutan
kod 227 ispitanica (1,3 %), Bacillus vaginalis kod 120 (0,7 %), Chlamydia kod 17 (0,1 %)
ispitanica, Leptothrix vaginalis kod 6 (0,04 %) i vise uzro¢nika kod 360 (2,1 %) ispitanica
(Slika 7.).
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4. Rezultati

Mijesana flora
Fungi
Gardnerella
Trichomonas
vise uzrocnika
Actinomyces
Bacillus vaginalis

Chlamidya

Leptothrix vaginalis

o

2000 4000 6000 8000 10000 12000

broj ispitanica

Slika 7. Raspodjela ispitanica s povecanim brojem neutrofilnih granulocita u razmazu
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Actinomyces je anaerobna bakterija koja moze biti prisutna i u asimptomatskih Zena
kao dio normalne vaginalne flore. lako je pojavnost aktinomikoze u genitalnom traktu
relativno rijetka pojava, nalaz Actinomycesa je znacajan klinicki entitet zbog mogucnosti
Sirenja infekcije i1 nastanka PID-a. U ovom istrazivanju Papa testom je utvrdena prisutnost
Actinomycesa u 0,34 % zena od ukupno 89 % zena s VCE razmazom koji zadovoljava za
interpretaciju. Rezultati ostalih autora podudarni su: Kim JY i sur. navode pojavnost ALOs-a
od 0,26 %, od cega je bilo 80,8 % Zena korisnica IUD-a (28), dok Haltas i sur. govore o
prevalenciji od 0,27 % (29).

Iako su infekcije zenskih pelvi¢nih organa uzrokovane aktinomicesom relativno rijetka
pojava, poznata je korelacija izmedu njegovog nalaza u VCE obriscima s koriStenjem
intrauterine kontracepcije (30). Actinomyces like organizme (ALOS) ¢es¢e nalazimo u VCE
obriscima zena korisnica IUD-a u odnosu na Zene koje ne koriste IUD, §to je potvrdeno 1
ovim istrazivanjem. Od ukupnog broja ispitanica s citoloski dokazanim ALOs-om, 59,7 %
ispitanica su nositeljice IUD-a, dok 40,3 % ispitanica ne koristi IUD. Time je utvrdeno da
ispitanice s VCE razmazom pozitivnim na Actinomyces znacajno vise koriste intrauterini
ulozak (IUD). lako postojanje IUD-a promovira njegov rast, Actinomyces se moze citoloski
detektirati i iz genitalnog trakta zena koje ne koriste IUD kao oblik kontracepcije (31). U
literaturi se navodi kako je 30 % korisnica IUD-a bilo pozitivno na Actinomyces (32), dok s
druge strane postoje podatci da je incidencija ALOs-a ovisna o tipu IUD-a koji zena ima.
Tako je kod korisnica intrauterinog uloska koji otpusta levonorgestrel (LNG-1UD) dokazana
incidencija od 2,9 %, dok je u korisnica bakrenog IUD-a ona bila zna¢ajno visa - 20 % (33).
Rezultati drugih autora variraju oko pojavnosti ALOs-a u zena nositeljica ITUD-a: Westhoff
ukazuje na Cinjenicu kako je u oko 7 % zena nositeljica TUD-a dokazano prisustvo
organizama nalik Actinomycesu (34), dok Gupta i sur. navode kako se u VCE obriscima zena
korisnica IUD-a ALOs nalaze u 57 % ispitanica Sto je podudarno s rezultatima ovog
istrazivanja (35). Neki autori ukazuju na ve¢i rizik od infekcije Actinomycesom u
visegodisnjih korisnica IUD-a $to govori da proporcionalno vremenu nosenja raste i rizik od
infekcije (30, 36, 37). Pojedine pak studije ukazuju na vrlo nisku ucestalost infekcije u zena
nositeljica IUD-a (0,11 %) (38).
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5. Rasprava

U skupini ispitanica koje nisu imale Actinomyces u nalazu bilo je svega 25 713 Zena
korisnica IUD-a (5,2 %), dok ostalih 472 361 (94,8 %) ispitanica ne koristi 1UD.

Upalne promjene na stanicama znafajno SU viSe zastupljene u Zena s nalazom
Actinomycesa u VCE uzorku, njih 809 (47,2 %) ima znakove upale na stanicama u odnosu na
ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom (16,4 %). Prema istrazivanju Lopez-Olmos i sur.

upalne promjene na stanicama bile su prisutne u 64,86 % ispitanica s Actinomycesom (38).

lako cak 86,8 % zena s Actinomycesom nema detektiranu povecanu prisutnost
neutrofilnih granulocita ispitanice s pozitivnim Actinomycesom znacajno ¢e$¢e imaju povecan
broj neutrofilnih granulocita u razmazu (13,2 %), u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne
Papa testom (3,4 %). To je dokazano i studijom Demirezena i suradnika koja navodi kako
postoji signifikantna korelacija izmedu ALOS-a i povecanog broja neutrofilnih granulocita u

uzorku (31).

U skupini ispitanica s pozitivnim Actinomycesom, 20 (1,2 %) ispitanica imalo je
koegzistirajuéu Trichomonas vaginalis infekciju. Prema istrazivanju Arenas-Osorie i
suradnika proizlazi kako je ¢ak 32,2 % ispitanica s Actinomyces infekcijom imalo prisutnu
koinfekciju trihomonasom ili kandidom, $to se razlikuje od rezultata ovog istrazivanja (39). 1z
studije Demirezena S. i suradnika doznaje se da postoji poveznica izmedu zajedni¢ke pojave
ALOs-a, Trichomonasa vaginalisa te kokoidnih bakterija; 15,8 % ispitanica imalo je uz
Actinomyces koegzistiraju¢u infekciju Trichomonasom (31). Autori smatraju da bi
Actinomyces mogao predstavljati povoljni milje za rast i umnozavanje ovih uzro¢nika (31).
Prema drugom istraZivanju, Sanse za koinfekciju Trichomonasom su 2,7 puta vece u Zena s
prisutnos¢u Actinomycesa u VCE uzorku od onih koje ga nemaju (40). Takoder, neki radovi
ukazuju na Cinjenicu kako postoji znacajna povezanost izmedu prisutnosti IUD-a i T.
vaginalisa (41, 42). Isto tako, navodi se kako bi prolongirano koristenje bakrenog IUD-a u
razdoblju duzem od 3 godine moglo poticati rast Trichomonasa, $to je prethodno spomenuto

kao rizi¢an faktor za umnozavanje Actinomycesa (41).
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.
2.

Pojavnost Actinomycesa u genitalnom traktu Zena nije ucestala i iznosi svega 0,34 %.
Ispitanice s VCE razmazom pozitivnim na Actinomyces znacajno vise Koriste
intrauterini ulozak, njih 59,7 %, S§to ukazuje na jasnu povezanost infekcije
Actinomycesom i koristenja [UD-a.

Upalne promjene na stanicama znacajno su viSe zastupljene u Zena S nalazom
Actinomycesa u VCE uzorku; 47,2 % ispitanica ima znakove upale na stanicama u
odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom (16,4 %). Najzastupljenija medu
njima bila je mijeSana flora u 53,2 % zena.

Ispitanice s pozitivnim Actinomycesom u VCE razmazu, ¢esée su imale povecan broj
neutrofilnih granulocita u razmazu (13,2 %), u odnosu na ostale uzro¢nike
detektabilne Papa testom (3,4 %).

U skupini ispitanica s pozitivnim Actinomycesom, 1,2 % ispitanica imalo je

koegzistiraju¢u Trichomonas vaginalis infekciju.
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7. SaZetak

7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA. Ispitati udio VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces u
desetogodisnjem razdoblju, ispitati povezanost VCE razmaza pozitivnih na Actinomyces s
koristenjem |UD-a, sa znacima upale na stanicama, s povecanim brojem neutrofilnih
granulocita u odnosu na ostale uzro¢nike detektabilne Papa testom te s Trichomonas vaginalis

koinfekcijom.

USTROJ STUDIJE. Retrospektivna presje¢na poredbena studija.

ISPITANICI | METODE. Istrazivanjem je obuhvaceno 561 318 ispitanica kojima je na
Klinickom zavodu za klini¢ku citologiju, KBC-a Osijek u razdoblju od 2008. do kraja 2017.
godine izvrsen citoloski pregled VCE razmaza. Iskljucni kriterij bio je neadekvatni citoloski

nalaz.

REZULTATI. Udio Zena pozitivnih na Actinomyces u desetogodi$njem razdoblju iznosio je
0,43 %. Ispitanice s VCE razmazom pozitivnim na Actinomyces znacajno vise koriste IUD
(59,7 %) te ih znacajno vise (47,2 %) ima znakove upale na stanicama u odnosu na ostale
uzro¢nike detektibilne Papa testom (16,3 %). Ispitanice s pozitivnim Actinomycesom imaju i
¢esce povecan broj neutrofilnih granulocita u nalazu (13,2 %) u odnosu na ostale uzro¢nike
(3,4 %). U skupini ispitanica s pozitivnim Actinomycesom, 1,2 % ispitanica imalo je

koegzistirajuéu Trichomonas vaginalis infekciju.

ZAKLJUCAK. Pojavnost aktinomicesa u genitalnom traktu ena nije udestala i iznosi svega
0,43 %. Postoji jasna povezanost izmedu koriStenja IUD-a i nalaza Actinomycesa u Papa
testu. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na statisti¢ki znacajno veéu ucestalost nalaza upale

na stanicama te povecanog broja neutrofilnih granulocita u zena pozitivnih na Actinomyces.

KLJUCNE RIJECI. Actinomyces; IUD; neutrofili; upala
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8. Summary

8. SUMMARY

THE DETECTION OF ACTINOMYCES INFECTION IN VCE SMEARS

OBJECTIVES. The goal of this research was to determine the VCE positive smear rate of
Actinomyces infection over a 10-year period, investigate the correlation of Actinomyces
positive VCE smears with the use of an IUD, with signs of inflammation on epithelial cells,
with an increased number of neutrophil granulocytes compared with other infectious agents

detectable on a Pap smear and with Trichomonas vaginalis coinfection.

STUDY DESIGN. A retrospective cross-sectional comparative study.

PARTICIPANTS AND METHODS. In this study study 561,318 Pap smears were taken
from female participants, in the period from 2008 to the end of 2017 at the Clinical
Department of Clinical Cytology, University Hospital Center Osijek. Exclusion criterion was

inadequate cytological finding.

RESULTS. The 10-year period incidence of actinomyces-like organisms in cervical smears
was 0.43%. Subjects positive for Actinomyces use more often IUD (59.7%) and have more
often (47.2%) signs of inflammation on epithelial cells in comparison with other infectious
agents detectable on a Pap test (16.3%). Also, an increased number of neutrophil
granulocytes (13.2%) is found more frequent among Actinomyces positive smears, while the
incidence of neutrophils in other agents is lower (3.4%). In the group of subjects with

positive Actinomyces, 1.2% of respondents had coexisting Trichomonas vaginalis infection.

CONCLUSION. The incidence of actinomycetes in the genital tract of women is rare and
amounts to only 0.43%. There is a clear correlation between the use of an IUD and the
finding of Actinomyces on a Pap test. The results of this study indicate a statistically
significant increase in the incidence of inflammation on epithelial cells and an increased

number of neutrophil granulocytes in women positive for Actinomyces.

KEY WORDS. Actinomyces; 1UD; neutrophils; inflammation
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