Streszczenie

Rozpoznanie cytologiczne atypowych komorek nabtanjah o nieokréonym
znaczeniu ASC-US jest najgzie] stawianym rozpoznaniem zaréwno w Polsce jak i
swiecie.

W profilaktyce raka szyjki macicy w prowadzonychdbaiach skryningowych sposéb
postpowania w przypadkach uzyskania nieprawidtowych ikgw badania cytologicznego
jest ustalony, jednak nadal wywotuje liczne konteosye. Dotycz one zarGwno
wypracowania systemweryfikujacegonieprawidtowe wyniki jak i utomnéei stosowanych
metod. Dlatego tew prowadzonej aktualnie profilaktyce raka szyjlkagity powinno si
wdraza¢ postpowanie zmierzage do jak najprecyzyjniejszej diagnostyki.

Dotyczy to zwlaszcza wyfaienia watpliwosci zwigzanych z najegciej stawianym

rozpoznaniem cytologicznym ASC-US.

Cel pracy

Majac do dyspozycji grupkobiet, ktére zgtosity gsido weryfikacji nieprawidtowych
wynikéw badania cytologicznego ASC-US uzyskanyctoamazach pobranych w ramach
przeprowadzanych w Poradniach K bageofilaktycznych raka szyjki macicy, postanowiono

uzyska odpowied na nasipujace pytania:

1. Zjakim prawdopodobiestwem pod stawianym przez cytologa rozpoznaniem
ASC-US kryje s} srodnabtonkowa neoplazja szyjki macicy i czy zak@e HPV

zwicksza to prawdopodohistwo?

2. Czyrozpoznanie ASC-US, przy ujemnych wynikachaesta HPV, wyklucza
obecnd¢ w szyjce patologii pod postacirédnabtonkowej neoplazji?

3. Jalg przydatné¢ posiada badanie kolposkopowe w procesie weryfikacj

rozmazow ASC-US?

4. Jalg role w stawianiu przez cytologa rozpoanASC-US odgrywaj takie
czynniki jak wiek badanych kobiet i stan biocenpoghwy?



Materiat i metodyka

Badaniami ohjto 641 kobiet w wieku od 21 do 68 rokycia, ktére w okresie od 2007
do 2011 roku byty kierowane z Poradni RejonowyctddPoradni Ginekologicznej
Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach celem doknia weryfikacji wynikéw
rozmazow cytologicznych pobranych z szyjki maci®ySC-US (ang. atypical squamous

cells of undetermined significance).

Do badania nie kwalifikowano kobiet z wynikami cgtgicznymi ASC-H (ang. atypical
squamous cells-cannot exclude HSIL), LSIL (ang.-rade squamous intraepithelial lesion)
i HSIL (ang. high-grade squamous intraepitheliaida). Wszystkie kobiety wyrazity zged
na udziat w badaniu. Na przeprowadzenie hada/skano zgogKomisji Bioetycznej
Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Jana Kochankiego (nr 13/2012).

Kazdej kobiecieoglagdano szyjke macicy we wzierniku pobierag jednoczeénie tresc
pochwowg celem wykonania testéw hybrydyzacyjnych HPV DNA.

Badania wirusologiczne wykonano w Zakfadzie Mikabgii Swictokrzyskiego
Centrum Onkologii sywajac testow hybrydyzacyjnych (HC) z sondami RN&ywajac testu
Amplicor Human Papillomavirus Roche Diagnostic.d@dura badania oparta byta na
metodzie real time PCR i identyfikowata DNA najézej wystpujacych
wysokoonkogennych typéw HPV: 16, 18, 31, 33, 35,48 51, 52, 56, 59, 68.

Kazdej kobiecie dokonano wging ocere biocenozy pochwymierzc pH treci
pochwowej. W przypadkach gdy odczyn pH wynositts lyt wyzszy pobierano tegé
pochwow do badania bakterioskopowego, ktérym ocenianongtogrystéci pochwy w 4-
stopniowej skali podanej przez Kueéska. Tres¢ pochwowg do badania bakterioskopowego
pobierano jatow szpatutly, umieszczano na mikroskopowym szkietku podstawowym
utrwalano nad ptomieniem i barwiono mejddramma. Preparaty aglano pod

powiekszeniem imersyjnym (1000x).

Gdy odczyn pH wynosit 4,5 lub bytzszy ods¢powano od badabakterioskopowych
przyjmujc, ze stan biocenozy pochwy w tych przypadkach jeswiotawy i odpowiada | lub

Il stopniowi czystéci pochwy.



Do diagnostyki cytologicznejrozmazy pobierano polietylengwzczoteczk
jednorazowegozytku typu Cyto-Brush. Ocerrozmazéw prowadzono zgodnie
z klasyfikacp systemu Bethesda 2001.

Badanie kolposkopoweprzeprowadzano w trzech etapach.

Oceniajc szyjk macicy w kolposkopie zwracano uwargg jej barw, uksztattowanie
powierzchni oraz na lokalizacgwentualnych zmian nabtonkowych. Dokonywano oceny
podnabtonkowego fyska naczyniowegoaywajac duzych powekszer kolposkopu i

wprowadzajc w wiagzke swiatta filtr zielony.

Ocere obrazow kolposkopowych prowadzono zgodnie gdzynarodow klasyfikacp
obrazéw kolposkopowych zaproponowara kongresie IFCPC (Milzynarodowa Federacja
Patologii Szyjki Macicy i Kolposkopii) w Rio de dairo w 2011 roku.

Materiat tkankowy ddoadania histopatologiczneggacjentkom zakwalifikowanym do
biopsji pobierano z ¢&ci pochwowej szyjki macicy i z kanatu szyjki postigr sk albo
wycinkiem celowanym albo procedutEEP (ang. loop electrosurgical excision procefiure

Po utrwaleniu materiatu biopsyjnego w buforowanymtworze formaliny celem

dalszego opracowania przekazywano go do ZaktachldegitNowotwordw.

Analize statystyczm zgromadzonych wynikow baflavykonano postugyg sie
pakietem Statistica w wersji 9.1 PL. Stosowanogpagice metody statystyczne:

— test chi — kwadrat niezaleosci Pearsona

— wspotczynnik kappa — do oldlenia zgodnéci wynikdéw dwoch bada

W analizie statystycznej jako istotne pkgyj efekty, dla ktorych poziom
prawdopodobigstwa p byt mniejszy od przgtiego poziomu istotri@i o = 0,05 (p<0,05).

Wyniki badan i oméwienie

Po uzyskaniu wynikow testow hybrydyzacyjnych DNAWRobiety podzielono na

dwie grupy badawcze:



Grupa | - 463 kobiety niezakane wirusem Papilloma.

Grupa Il - 178 kobiet z uzyskanymi w #@&@ pochwowej dodatnimi wynikami testow
hybrydyzacyjnych na HPV DNA.

U kobietGrupy I, tzn u kobiet z ASC-US niezat@nych HPV, na skutek
przeprowadzonych baflgakich jak wziernikowanie pochwy, kolposkopiaoritrolne
badanie cytologiczne 9 pacjentek zakwalifikowanddpsji szyjki, w wyniku ktérej w 0,8%

przypadkow wykrytgrodnabtonkow neoplaz¢ szyjki macicy.

Przekonano giw ten sposoly,e rozpoznanie cytologiczne ASC-US, nawet przy
ujemnych wynikach HPV, nie wyklucza obeénow szyjce macicy zmian nabtonkowych o

charakterze CIN.

W wyniku przeprowadzonej weryfikacji kolposkopowdiistopatologicznej u kobiet
Grupy Il okazato sj, ze srodnabtonkow neoplaz§ szyjki macicy wykryto u 37,4%
badanych kobiet tej grupy.

Przedstawione powsgj dane dotycxe Grupy | i Grupy Il wyranie wskazuj na to,ze
w ok. 8% przypadkow rozpoznanie cytologiczne ASCwWi&e skt z obecnéciag w szyjce
macicysrodnabtonkowej neoplazji. Najgksze jednak prawdopodolgwo rozwoju CIN,
dotyczce 1/3przypadkow, wysipuje u kobiet gdy rozpoznaniu ASC-US towarzyszy
zak&enie HPV.

Analizujgc przydatné¢ badania kolposkopowego w procesie weryfikacji
nieprawidtowych wynikow cytologicznych ASC-US zaebsowanoze stwierdzenie
prawidtowych obrazéw kolposkopowych u kobiet z ABS-niezakaonych wirusami
Papilloma nie wjze st z rozpoznaniem CIN i pozwala na zakwalifikowaryieht kobiet do
dalszych rutynowych badarofilaktycznych. Do dalszych rutynowych bada
profilaktycznych mana zakwalifikowa rowniez kobiety z ASC-US, mimae g zakaone
HPV, ale legitymuyj si¢ prawidtowymi wynikami kolposkopii i nie posiadapa szyjce

ertroplakii.



Natomiast stwierdzenie nieprawidtowych obrazéw kskopowych zaréwno u kobiet
niezakaonych HPV jak i zakazonych wymaga dalszej weryfikacji histopatologicznej
Weryfikacji histopatologicznej wymaggajowniez kobiety zakaone HPV mimo stwierdzenia
obrazéw kolposkopowych prawidtowych ale z widogna szyjce rozlegterytroplaky. U 7
takich kobiet rozpoznanwodnabtonkow neoplaz¢ szyjki macicy.

Na podstawie przeprowadzonych bada/sunito sugesti, ze w diagnostyce zmian
patologicznych szyjki macicy, ani ocena kolposkop@mi testy hybrydyzacyjne DNA HPV
nie powinny by stosowanie oddzielnie. Dokonana bowiem analizgstiaczna wykazatae
w 56,9% wyniki kolposkopii i oceny wirusologicznae g do kaica zgodne, 0 czym
swiadczy réwnie wartas¢ obliczonego wspoétczynnika kappa wyngszgo 0,185. Obydwa
badania natey wi¢c wykonywa jednoczénie.

Mimo, ze test DNA HPV okazat sibardziej czuty ni kolposkopia to z analizy
statystycznej wynikaze pozostate cechy tych testéw, tj. swaistoraz warté¢ predykcyjna
dodatnia i ulemnagsznacznie nisze ni ocena kolposkopowa. Wprawdzie okazatg s¢
badanie kolposkopowe jest w stanie na 100 przypagkéwidtowo zdiagnozowa32, a
ocena wirusologiczna 92, to bagrjednak pod uwagwartasci predykcyjne dodatnie
wykazanoze w przypadku kolposkopii wynik wskaagy na istnienie w szyjce macicy
dysplazji jest wiarygodny w 75,6%, natomiast w pagku dodatniego testu DNA HPV
pewnd¢ pacjentki,ze jest chora wynosi tylko 60,8%.

Analizujgc role jaka w czestasci uzyskiwania nieprawidtowych wynikow rozmazow
cytologicznych ASC-US odgrywa czynnik wieku i stancenozy pochwy przekonana si
ze odsetki kobiet z wynikami badania cytologiczn&@®C-US i dodatnimi wynikami testow
hybrydyzacyjnych HPV DNA w obu grupach wiekowychoket g zblizone (29,2% i 20,2%)
Mozna wiec przyg¢, ze infekcja HPV szyjki macicy, zaréwno u kobiet mjot jak i po
menopauzie w jednakowym stopniu wptywa na rozpoenarrozmazach komorek
atypowych o nieokigonym znaczeniu.

Przeprowadzona ocena biocenozy pochwy u wszysgaddanych weryfikacji kobiet z
ASC-US wykazata w pochwie u 52,7% pacjentek stammitowy, a u 47,3% obrazy

bakterioskopoweéwiadczce o istnieniu stanu zapalnego.

Uzyskane dane nie pozwolity ya ani na wykluczenie ani na potwierdzenie wptywu
zaka&en bakteryjnych pochwy na interpretaeporfologii obserwowanych w rozmazach
komoérek, a co za tym idzie nagstos¢ rozpoznawania przez cytologa komaérek atypowych o

nieokre&lonym znaczeniu.



U kobiet z prawidtow biocenoz pochwy stwierdzono podobny odsetek 26,3% kobiet
zakaonych HPV jak i u kobiet z zaburzgbiocenoz pochwy 29,3%.

Przedstawione wyniki nie dgpodstaw do twierdzeniag decydujcym czynnikiem
utrudniapcym interpretagj rozmazow cytologicznych i powodigym, ze cytolog zamiast
stawi& konkretry diagnoz rozpoznaje komorki atypowe o nieoki@ym znaczeniu jest

bakteryjne, wirusowe lub mieszane zadaie pochwy.

Analizujac zatem wyniki catéci materiatu wiasnego sformutowano ngstjgce

whnioski:

1. Rozpoznania cytologiczne ASC-US w okoto 8 % przydad wiaza Sic z obecnécia
w szyjce macicygrodnabtonkowej neoplazji. Najgksze prawdopodobistwo
rozwoju CIN, dotyczce jednej trzeciej przypadkow, wyptije u kobiet gdy
rozpoznaniom ASC-US towarzyszy zakaie HPV.

2. Rozpoznanie ASC-US przy ujemnych wynikach testowlR& nie wyklucza
catkowicie obecn&i w szyjce macicygrodnabtonkowej neoplazji, jednak

prawdopodobigstwo takie jest niewielkie.

3. Przydatnéc kolposkopii w procesie weryfikacji nieprawidtowyahynikdw rozmazéw
cytologicznych ASC-US jest da. Stwierdzenie podejrzanych obrazéw
kolposkopowych u kobiet z ASC-US e sk z duzym prawdopodobigstwem
rozwoju w szyjce zmian dysplastycznych i wymagag¢pasvej weryfikacji

histopatologiczne,.

4. Wiek kobiet i stan biocenozy pochwy nie wptywa ngerpretacj niejasnej morfologii
obserwowanych w rozmazach komorek, aoma czstas¢ rozpoznawania przez

cytologa komorek atypowych o nieokienym znaczeniu.

5. Optymalnym posipowaniem w procesie weryfikacji nieprawidtowych vikaw
rozmazéw cytologicznych ASC-US jest skojarzona logiwzno-kolposkopowo-

wirusowa diagnostyka zmian szyjki macicy.



Summary

Cytological diagnosis of atypical epithelial cadisundetermined significance (ASC-

US) is the most common diagnosis both in Polandimatioe world.

In the prevention of cervical cancer conducted l@ans of screening tests the
procedure applied in the cases of obtaining abnloPaja test result is fixed, however, it still
causes much controversy which refers both to treldpment of the verification system of
abnormalities and deficiencies of applied methdtierefore, within the current prevention
procedures of cervical cancer the tests aimingeatiost precise diagnosis should be

implemented.

This applies particularly to the clarification adubts related to the most common

cytological diagnosis of ASC-US.
The objective of the work

Working with a group of women who were selectedrier to verify the abnormal
ASC-US cytology resulting in smears taken duringventive examinations for cervical
cancer conducted at K Clinics the following resbagaestions were posed:

1. What is the probability of the occurrence of ceavintraepithelial neoplasia in
the ASC-US cytology and does the HPV infection @ase the likelihood of such

an occurrence?

2. Does the ASC-US, together with the negative tesilte for HPV, exclude the

presence of pathology in the cervix in the fornindfaepithelial neoplasia?

3. What is the usefulness of colposcopy in the prooéssrification of ASC-US

smears?

4. What role of such factors as the age of the womneltlae state of vaginal flora in
the diagnosis of ASC-US?



Material and methodology

The study included 641 women aged 21 to 68, whhberperiod from 2007 to 2011
were sent from District K Clinics to the Gynecolegi Clinic of the Holy Cross Cancer
Center in Kielce for the verification of resultssmears taken from the cervix - ASC-US (

atypical squamous cells of undetermined signifieanc

The study did not include women with cytologicadukts of ASC-H (atypical squamous
cells-cannot exclude HSIL), LSIL (low-grade squammtraepithelial lesion) and HSIL
(high-grade squamous intraepithelial lesion). A# tvomen gave informed consent to
participate in the study. In order to carry out shedy an approval was obtained from the
Bioethics Committee of the Faculty of Health Sceshat the University of Jan Kochanowski
(No. 13/2012).

Every woman's cervix was examined through a sightibe and the contents of

vaginal discharge were collected for HPV DNA hyizédion tests.

Viral tests were performed at the Department ofrbbalogy of the Holy Cross Cancer
Center using the hybridization tests (HC) with Rhdbes applying the Amplicor Human
Papillomavirus Roche Diagnostics test. The testgutare was based on the PCR real time
method and identified the DNA of the most commorvHpes including: 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 59, 68.

A preliminary assessment of vaginal flora was nfadevery woman measuring the pH
of the vaginal content. In cases where the pH wastigher the vaginal content was
collected for bacterial microscopic testing to asstie degree of purity of the vagina in a 4-
point scale provided by Kuc#gka. The vaginal content for the bacterial micrpsceesting
was collected with a sterile spatula, then plaged eicroscopic glass slide, fixed over a
flame and stained by means of the Gramma methaglsadmples were viewed under

immersion magnification (1000x).

In the cases when the pH was 4.5 or lower bactemaloscopic tests were not
performed, accepting that the condition of vagft@ah in these cases is correct and

corresponds to the | or Il degree of purity of viagina.



For the purpose of the cytological diagnosis smeare collected with a disposable
polyethylene brush of Cyto-Brush type. The evahrabf smears was carried out according to
the classification system of Bethesda 2001.

Colposcopy was carried out in three stages.

Assessing the cervix during colposcopy speciahtitie was paid to its color, shape of
the surface and the location of possible changegiihelial cells. The sub-epithelial
vasculature was assessed using a high-magnificapiposcope and introducing a green filter
into a beam of light.

The evaluation of colposcopy images was carriecaocbrding to the international
classification of colposcopy images proposed atFl@PC congress (International Federation
of Cervical Pathology and Colposcopy) in Rio deeianin 2011.

Tissue material for histopathological examinatibéthe patients selected for biopsy was
taken from the vaginal part of the cervix and cgaycanal using either a targeted section or
the LEEP procedure (loop electrosurgical excisimtedure).

After applying buffered formalin solution in order further develop the tissue samples
they were sent to the Department of Tumor Pathology

The statistical analysis of the collected testltssmas performed using Statistica
package version 9.1 PL. The statistical methodd usze as follows:

— chi-squared test - Pearson independence square.

— kappa factor - to determine the compatibility of tlesults of the two studies.

In the statistical analysis, effects consideredificpnt were those for which the level of
probability p was less than the accepted leveigrfiicancea = 0.05 (p < 0.05).

Study results and their discussion

After obtaining the results of the DNA HPV hybridton tests, the women were
divided into two groups:

Group | - 463 women with no human papillomavirus infection



Group Il - 178 women with positive hybridization tests festor HPV DNA.

In Group | comprising women with ASC-US but not infected witRV, following
colposcopy and control cytological examination a8ignts were classified for a cervical
biopsy as a result of which in 0.8% cases intrhepdl neoplasia was detected.

It was discovered that a cytological diagnosis 8AUS, even with HPV-negative
results, does not exclude the presence of epitlodlanges of CIN nature in the cervix.

As a result of the colposcopic and histopatholdgiedfication in women fronGroup
Il intraepithelial neoplasia was detected in 37.4%efwomen in thigroup.

The above data related to Group | and Group lirtesnow that in approx. 8% of the
cases cytological diagnosis ASC-US is connectel thié presence of cervical intraepithelial
neoplasia. The greatest risk of developing CINteeldo about 1/3 of the cases is present in

women when the ASC-US diagnosis was accompaniétPdy infection.

Analyzing the suitability of colposcopy in the pess of verification of abnormal ASC-
US cytology, it was observed that the determinatibnormal colposcopy images of women
with ASC-US uninfected with Papilloma virus is rassociated with a diagnosis of CIN and
allows for the classification of these women totaare further routine preventive
examinations. Women with ASC-US can also be quealifor further checkups, even though
they are infected with HPV, however, they have raroolposcopy results and there is no
erythroplakia detected in their cervix.

The diagnosis of abnormal colposcopy images in BIRN uninfected and infected
women requires further histopathological verifioati Histopathological verification is also
required in women infected with HPV, despite theuscence of normal colposcopy images
but with visible extensive erythroplakia in theagr 7 such women were diagnosed with

cervical intraepithelial neoplasia.

Based on the conducted study, it was suggestedhtkttad diagnosis of lesions of the
cervix neither the evaluation of colposcopy nor HPNA hybridization tests should be use
separately. The performed statistical analysis hotivat 56.9% of colposcopy results and
viral assessments are not entirely consistent,wisialso testified by the value of the
calculated kappa ratio of 0.185. Both test sholodaleéfore be carried out simultaneously.



Although the HPV DNA test was more sensitive thalpascopy, the statistical analysis
shows that other properties of these tests, iexipity and positive and negative predictive
value are much lower than colposcopy. Althoughiihéd out that by means of colposcopy 82
cases out of 100 in were diagnosed correctly (i@ assessment the ratio was 92) then
taking into account the positive predictive valueias shown that in the case of colposcopy
the result indicating the occurrence of cervicapgsia is credible in 75.6 % of cases and in
the case of a positive HPV DNA test the certaihit & patient was ill was only 60.8%.

Analyzing the role of age and the condition of vegiflora in the frequency of
obtaining abnormal ASC-US smears it was discovératithe percentage of women with the
ASC-US cytology results and positive hybridizatldRV DNA test results in both groups of
women were similar (29, 2% and 20.2% respectivdlggrefore it can be assumed that HPV
infection of the cervix, both in young women andfmeenopausal ones equally affects the

detection of atypical cells of undetermined sigr@fice in the smears.

The evaluation of vaginal flora in all women witts&-US undergoing examination
showed normal vaginal condition in 52.7% of pasesmd in 47.3% bacterial and microscopic

images testified the occurrence of inflammation.

Basing on the data obtained it was impossible thuebe or to confirm the impact of
bacterial infections of the vagina on the interatien of the morphology of the cells observed
in smears and thus the frequency of the occurrehagypical cells of undetermined

significance.

In the group of women with normal vaginal flora 2%. were infected with HPV

whereas in women with abnormal vaginal flora treulewas 29.3%.

The results shown provide no grounds for assethiagbacterial, viral or mixed
infection of the vagina is the decisive factor theiders the interpretation of smears and leads

to the cytologist detecting atypical cells of uretatined significance.

Analyzing the results, of the entire research nialtdre following conclusions were

made:

1. Diagnosis of ASC-US in cytology in about 8% of caaee associated with the

presence of cervical intraepithelial neoplasia. gireatest likelihood of developing



CIN that affects one-third of cases occur in womaen the diagnoses of ASC-US

are accompanied by HPV infection.

. Diagnosis of ASC-US with negative test resultsH&V does not completely exclude

the presence of cervical intraepithelial neoplasid,the likelihood of this is low.

Usefulness of colposcopy in the process of veiion of abnormal ASC-US smears
is high. The confirmation of suspicious colposcapgges in women with ASC-US is
associated with a high probability of developmendlysplastic lesions in the cervix

and requires a subsequent histopathological vatidio.

. The age of women and the condition of vaginal fldoanot affect the interpretation of
unclear morphology of the cells observed in smeard,thus the frequency of
recognition of atypical cells of undetermined sfgraince.

The best procedure in the process of verificatibabnormal ASC-US smears is

associated cytological-colposcopy-viral diagnosisasvical lesions.



