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Uzimanje, obrada uzoraka i procena
adekvatnosti uzoraka u citopatologiji
pluca
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Apstrakt

Konvencionalna citologija dugo ima uloguu
dijagnostici primarnog i metastatskog karcinoma
plu¢a. Mnogi faktori uti¢u na izbor primenjene
tehnike, na primer: mesto lezije, njena velic¢ina,
tumacenje radioloske slike, ozbiljnost simptoma,
kao i manuelna spretnost i naklonjenost doktora
odredenoj tehnici. U radu su prikazane najvaznije
tehnike uzorkovanja i obrade preparata kao
glavni faktor uspesnosti dobre patohistoloske
analize.
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Uvod

Taking, processing sampling and
evaluation of the adequacy of the
samples in lung cytopathology

Milosav Kiurski

Department of Clinical Pathology, CHC Zemun, Serbia

Abstract

The conventional cytology has a longstanding
role in the diagnostics of primary and metastatic lung
carcinoma. Multiple factors have influence on the choice
of technique used: for example, the location of the lesion,
its size, interpretation of the radiological imaging, the
seriousness of the symptoms, as well as the manual skill
and commitment of the physician to certain technique.
In this paper, the most important sampling techniques
and sample processing are shown as the most important
factors of a successful pathohistological analysis.
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Konvencionalna citologijal ve¢ dugo ima ulogu u dijagnostici primarnog i metastatskog karcinoma
pluca. Ispitivanje histoloskih i citoloskih uzoraka ima klju¢nu ulogu u dijagnostici i stadiranju karcinoma
pluca. U vreme dijagnoze oko 90% pacijenata ima simptome povezane sa lokalnom zahvaéenos¢u bronha
i plu¢a, invazijom okolnih struktura ili metastazama, opstim efektima ili paraneoplasti¢nim sindromom?.
Posle radiografije grudnog kosa, najcesée se koristi fiberopticka bronhoskopija, pomoéu koje se vide

endobronhijalne lezije i uzimaju uzorci.

Savremene tehnike uzorkovanja koje se koriste u citoloskog analizi plu¢a su date u Tabeli 1.

e Perkutana transtorakalna FNA

e Celije dobijene iz pluéne arterije/kapilara

e Sputum ( izazvan ili spontano iskasljan), spada u eksfolijativnu citologiju
e Celije dobijene bronhoskopijom, spada u abrazivnu citologiju
- Metoda “Cetkanja”- engl. bronchial brushing (BB)
- Metoda “pranja - bronchial washing (BW)
- Metoda “ispiranja” - bronchial lavage (BAL)
e Celije dobijene tankom iglom (engl. fine needle aspiration) (FNA), spada u aspiracionu citologiju
e Transbronhijalna FNA sa ili bez endobronhijalnog ultrazvuka (EBUS)

e Metoda otiska pluénog tkiva -“imprint”- spada u intraoperativnu citologiju

Tabela 1. Tehnike koje su na raspolaganju za citolosku analizu pluénih lezija
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Mnogi faktori uticu na izbor primenjene tehnike, na primer: mesto lezije, njena veli¢ina, tumacenje
radioloske slike, ozbiljnost simptoma, kao i manuelna spretnost i naklonjenost doktora odredenoj tehnici.

Lokalizacija Odgovarajuca tehnika
Proksimalna,mukozna, povr$na Sputum, BB, BW

Proksimalna, submukozna Transbronihijalna/trahealna FNA

Periferna Transkutana FNA, BB,BAL
Peribronhijalna/trahealna/karina Transbronhijalna/trahealna FNA
Medijastinalna Transbronhijalna/trahealna, transkutana

ili Endoskopski ultrasonografski vodena FNA

Tabela 2. Izbor tehnike za dobijanje citoloskih uzoraka u zavisnosti od lokalizacije promene
Sputum

Spontana produkcija vece koli¢ine sputuma je cest znak oboljenja plu¢a. Sputum se sastoji od mukoidne
supstance, kao i povecanog broja inflamatornih i epitelnih celija. Razli¢it broj makrofaga, neutrofila i
epitelnih ¢elija 1 njihova morfoloska alteracija sigurno ukazuju na postojeci patoloski proces. Slicno tome,
nivo pigmentacije u okviru makrofaga, kao i prisustvo ili odsustvo KarSmanovih spirala, govori vise u
prilog postojece pluéne patofiziologije.

a. Dobijanje uzoraka i procesuiranje

Optimalni uzorci za dijagnostiku su rani jutarnji, spontano produkovani sputumi. Kada se radi o
oskudno, spontano produkovanom materijalu, odnosno, kada nema sputuma uzorak se moze indukovati
inhalacijom slanih rastvora i sredstava za iskas§ljavanje. Dobijeni materijal se ne fiksira, ve¢ se dostavlja u
sterilnoj posudi u laboratoriju, gde se nanosi na predmetna stakla. Sledi, suSenje razmaza, a zatim priprema
i proces bojenja. Razmaze sputuma standardno bojimo HE metodom, MGG metodom i PAP metodom.
Ostala tri neobojena razmaza idu u rezervu, za eventualna dodatna bojenja. Senzitivnost citologije sputuma
je optimalna kada se uzimaju uzorci pet uzastopnih dana. U tom slucaju senzitivnost metode u detekciji
maligniteta 90-95%'3. Ipak, tri uzastopna uzorka su opste prihvacen standard kao minimum za prihvatljivu
senzitivnost metode. Ovaj broj uzoraka identifikuje najmanje 65% karcinoma u plu¢ima.

b. Adekvatnost uzorka

Adekvatan uzorak sputuma mora da sadrzi alveolarne makrofage. Odsustvo makrofaga govori u prilog
da se radi o salivi. Ne postoji mi$ljenje o tome koji broj alveolarnih makrofaga bi morao da bude prisutan,
ali oni moraju biti lako identifikovani kao tip ¢elije. Grineberg navodi da “adekvatnost uzorka sputuma
je direktno proporcionalna broju alveolarnih makrofaga “4. Uzorak sputuma se smatra adekvatnim za
evaluaciju ako se minimalno dva razmaza mogu napraviti, a u procesu mikroskopske analize se uocava
masa alveolarnih makrofaga. Uz to, citoloski materijal mora biti adekvatno ¢uvan i dobro obojen.

Uzorkovanje tehnikom ¢etkice (engl. brushing) i tehnikom ispiranja (engl. washing)

Tehnika ¢etkanja (BB) i ispiranja (BW) je komplementarna citologiji sputuma u dijagnostici plu¢nih
lezija. Najcesce indikacije za bronhoskopiju su: hroni¢ni kasalj, radiografski nalaz novog solitarnog pluénog
nodusa, hemoptizije, bronhijalna opstrukcija, atelektaza i dugotrajno, otezano disanje. Bronhoskopija se,
takode, moze primeniti u cilju potvrde patoloskog nalaza citologije sputuma. Bronhoskopija ima ogranic¢enu
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vrednost kod promena koje su lokalizovane u perifernim pluénim poljima. Indikacije za ponavljanje
bronhoskopije u cilju dobijanja uzoraka za citoanalizu nisu jasno formulisane, ali svakako ukljucuju prvu
negativnu bronhocitologiju sa prethodno pozitivnim nalazom u sputumu, visoko suspektne klinicke i
radiografske nalaze uz negativnu sputum citologiju, i negativnu prvu bronhocitologiju. Pojedini autori tvrde
da senzitivnost ove metode raste sa 70 na 90%, ukoliko se analize rade na dva uzorka bronhocitologije,
umesto na jednom uzorku>-°,

a. Dobijanje uzoraka

Generalno, BW tehnika se primenjuje na bilo koju klinicki sumnjivu leziju. Ispiranje se radi
ponovljenom instilacijom 3-5 ml sterilnog, slanog rastvora kroz bronhoskop i reaspiracijom te¢nosti. Za
&etkanje promene se koristi mala, okrugla etkica sa tvrdim dlakama. Cetkanje promene mora da prethodi
uzimanju bioptiockim uzoraka malim forceps kljestima, zbog moguéeg krvarenja. Uzorci se pripremaju
direktnim nanoSenjem materijala nakupljenog na Cetkici po povrsini predmetnog stakla. Razmaz se odmah
fiksira u 95% etanolu. OdloZena fiksacija bi rezultirala artefaktima nastalim u procesu susenja vazduhom i
dobijanju uzorka nepodesnog za interpretaciju. U mnogim ustanovama sama cetkica, odnosno njen kraj, se
odvaja (sece) i uranja u sterilnu tubu sa slanim rastvorom ili Sakomanovim fiksativom (engl. Saccomanno)
i transportuje u laboratoriju. U laboratoriji se ¢etkica rola izmedu dva zamrznuta predmetna stakla.Cetkica
se vraca u tubu i zajedno sa njom ide u centrifugu. Nakom centrifugiranja cetkica se vadi, a sediment
priprema za parafinski blok, ili kao te¢nost obogacéena ¢elijama koristi za razmaze za citologiju. Aspiriranu
tecnost bi trebalo odmah poslati u citolosku laboratoriju, gde ¢e nakon centrifugiranja sediment biti
pripremljen u vidu citoloskog razmaza za analizu, ili moze biti fiksiran u 10% neutralnom, puferizovanom
formalinu 1 uklopljen u agar, pa u parafinski kalup. Kombinacija navedenih tehnika doprinosi povecanju
dijagnosticke senzitivnosti.

b. Adekvatnost uzoraka

Generalno, adekvatan uzorak bi trebalo da sadrzi veliki broj dobro o¢uvanih, optimalno obojenih
cilijarnih epitelnih ¢elija sluznice bronha i makrofage. Uzorak koji sadrzi malo ¢éelija ili je kontaminiran
velikim brojem ¢elija plocasto slojevitog epitela sluznice orofarinksa ili oralnim saprofitima, treba smatrati
neadekvatnim. Takode, uzorci kontaminirani eritrocitima ili masom granulocita ili artefaktima nastalim
u procesu vazdu$nog susenja trebaju se smatrati neadekvatnim za definitivnu evaluaciju. Svi navedeni
razlozi neadekvatnosti moraju biti dokumentovani u izvestaju. Uzorak se moze smatrati i manje adekvatnim
ukoliko su klini¢ke informacije neadekvatne.

c. Dijagnosticka ta¢nost

Bronhoskopski uzorci postizu senzitivnost do 90% kada se u okviru jedne bronhoskopije u€ini veéi broj
Cetkanja i dobije veci broj uzoraka. Ovo ne samo da povecéava dijagnosticku senzitivnost, ve¢ istovremeno
smanjuje potrebu za rebronhoskopijom ili drugim invazivnim metodama ukljucujuéi i FNA. Uvecanje
senzitivnosti zavisi od mnogo faktora ukljucujuéi vestinu endoskopiste, lokalizaciju, veli¢inu i histoloski
tip neoplazme.

Uzorkovanje tehnikom bronhoalveolarnog ispiranja (engl. bronchoalveolar lavage)

lako invazivna, BAL ima toliko nizak morbiditet da se sa sigurno$¢u moze primeniti kod visoko rizi¢nih
bolesnika. BAL sa FNA tehnikom predstavljaju jedine citoloske metode koje imaju pristup sadrzaju i sastavu
vecini terminalnih vazdusnih prostora. Dok FNA citologija, generalno, zahteva lokalizovanu i ograni¢enu
promenu, BAL citoloska metoda uspesno moze da eksplorise difuzne pluéne bolesti. Mada postoje varijacije
u tehnici BAL metode, standardni parametri su da se radi u lokalnoj anesteziji bronhoskopom 5 mm. Za
ispiranje se koristi zagrejani fizioloski rastvor, a koli¢inu rastvora naj¢esée odreduje sama promena koja se
ispituje. Veoma je vazna standardizacija koliCine tecnosti, zbog toga Sto direktno uti¢e na rezultat citoloske
analize. Sama tehnika aplikovanja ponovljenih ispiranja i reaspiracije standardizovanom koli¢inom
rastvora, omogucéava optimalno razdvajanje materijala dobijenog iz bronhijalnog stablja od materijala iz
alveolarnih prostora. Uzorci dobijeni BAL metodom trebalo bi da se §to brze transportuju do citoloske
laboratorije, i dalje obrade za citoanalizu.
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a. Adekvatnost uzorka

Veliki broj cilijarnih ili ¢éelija plocasto slojevitog epitela (vise od 5%) je indikacija da se radi o
kontaminaciji i ukazuje da uzorak nije reprezentativan za analizu promena distalnih delova respiratornog
trakta. Cemberlejn i saradnici sugeridu specifine kriterijume za ocenjivanje uzoraka dobijenih BAL
metodom u smislu reprezentativnosti za ocenjivanje promena u distalnim partijama respiratornog trakta’.

Kriterijumi za odbacivanje uzoraka su sledeci:

1. Mali broj alveolarnih makrofaga na preparatu (predmetnom staklu)- manje od 10 alveolarnih
makrofaga na 10 vidnih polja velikog uvelicanja, ili manje od 25 alveolarnih makrofaga na velikom
uvelicanju u kombinaciji sa kriterijumima pod tackom 2. ili 3.

2. Izuzetno veliki broj epitelnih ¢elija, bilo sa degenerativnim promenama, bilo sa izuzetno velikim
brojem alveolarnih makrofaga.

3. Mukopurulentni eksudat polimorfonuklearnih neutrofila.

4. Veliki broj eritrocita u kombinaciji sa bilo kojim (najmanje jednim) od navedenih kriterijuma za
neadekvatnost uzorka.

5. Degenerativne promene ili artefakti koji ne dozvoljavaju identifikaciju prirodu ¢elija.

Ipak, uzorak se moze smatrati adekvatnim ukoliko je njegovom analizom moguce utvrditi specifi¢ni,
patoloski proces (virusnu infekciju, neoplaziju ili gljiviéne i bakterijske bolesti).

Uzorkovanje tehnikom aspiracije tankom iglom (engl. Fine Needle Aspiration)

Ova citoloska tehnika (FNA) je najzastupljenija metoda u dijagnostici lokalizovanih pluénih lezija i
najefektivnija citoloska tehnika u postavljanju definitivne dijagnoze karcinoma pluca?.

Transtorakalna perkutana FNA je uspesna, kako u dijagnostici primarnih, tako i metastatskih tumora
sa senzitivno$¢u izmedu 75-95% -13. 1 transtorakalna perkutana FNA i transbronhijalna (Wang) FNA se
koriste u ispitivanju pluénih nodusa.

A. Perkutana transtorakalna FNA

Ova metoda je zastupljenija od metode transbronhijalne FNA. U mnogim centrima ukoliko je citologija
sputuma negativna, a pluéna lezija perzistira na periferiji ili u vrhu pluéa, transtorakalna FNA ¢e se primeniti
bez bronhoskopije. U vecini sluéajeva se koristi Ciba ili Grin igla kalibra 22. Tanka igla se plasira i navodi
do zeljene lokacije pod fluoroskopijom ili pod skenerom. U momentu kada vrh igle dode u zeljenu poziciju,
koplje se izvlaci, a zatim aktivira vakum sisaljka. Igla se naglo zabada u promenu, a zatim povlaci unazad.
Vakum se iskljucuje, igla izvlaci dok pacijent zadrzava dah. Dobijeni uzorak se nanosi na predmetna stakla
i priprema za bojenje. Nekada se uzorci suse na vazduhu, nekada fiksiraju u 95% etanolu. Igla se ispira
ili slanim rastvorom ili formalinom,a ispirak priprema za citolosku analizu. Uzorci suseni na vazduhu
mogu odmah da se boje MGG metodom. Brza evaluacija se moze posti¢i odgovaraju¢om fiksacijom i
bojenjem po brzoj PAP metodi ili zaledivanjem uzoraka i bojenjem HE metodom (ex tempore). Ukoliko
se materijal, neophodan za dijagnostiku, ne nalazi na preparatima, aspiracija tankom iglom se ponavlja
do dobijanja zadovoljavajuceg uzorka ili dok radiolog ili pacijent ne odluce da prekinu proceduru. Brza
mikroskopska analiza dobijenog materijala omoguéava procenu neophodnosti drugih specijalnih analiza,
ukljucujuci imunohistohemiju, flou citometriju, elektronsku mikroskopiju i drugo. Ostatak materijala moze
se procesuirati citocentrifugom i dalje uklopiti u parafinski blok. Krvni koagulumi i vidljivi fragmenti tkiva
se fiksiraju 10% formalinom i obraduju do parafinskog bloka.

B. Transbronhijalna (engl. Wang) FNA

Ova metoda se prvenstveno koristila za dijagnostiku metastaza medijastinalnih limfnih ¢vorova. Tokom
vremena postala je veoma popularna metoda u dijagnostikovanju nodularnih promena pluca u blizini glavnih
bronha!416. Ova procedura se rede koristi zbog duzeg vremena primene i zato $to zahteva dobro obucenog
bronhoskopistu. Sama tehnika nosi nizak stepen rizika i moze da pruzi dijagnosticke informacije kada druge
tehnike, kao BW i BB ili biopsija, to nisu u mogucnosti. Metoda je korisna za ispitivanje ekstraluminalnih,
bronhijalnih kompresivnih procesa, submukoznih lezija ili za ispitivanje medijastinalnih limfnih ¢vorova
u procesu stadiranja bronhogenih karcinoma. Bronhoskopija u kombinaciji sa transbronhijalnom iglenom
biopsijom dostize senzitivnost od skoro 100% za tumore lokalizovane u velikim bronhijamal’. Sam proces
i tumacenje uzoraka su identi¢ni metodi perkutane transtorakalne aspiracione iglene metode. Adekvatan
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uzorak obi¢no sadrzi veliki broj dijagnostickih ¢elija. Neadekvatni uzorci uklju¢uju one sa mnogo krvi,
sa malom celularnos¢u ili sa mnogo benignih bronhijalnih mukoznih ¢elija i makrofaga, Sto govori u
prilog kontaminacije traheobronhijalnim sekretom povrSine sluznice bronha. Maligni aspirat moze biti
kontaminiran tumorskim ¢elijama koje vode poreklo iz distalnijih partija disajnih puteva. Zbog svega toga
citopatolog mora sa pove¢anom paznjom da tumaci nalaze sa oskudnim brojem tumorskih ¢elija, uz obilje
respiratornih ¢elija i sluzi.

a. Komplikacije udruzene sa FNA

Najces¢e komplikacije udruzene sa FNA su pneumotoraks (¢es¢i kod perkutane transtorakalne FNA
nego kod transbronhijalne), intratorakalna hemoragija sa hemoptizijom i vazdusna embolija. Kod treéine
pacijenata moze do¢i do signifikantnog pneumotoraksa, ali samo 5-10% zahteva tretman. Hemoptizija
se javlja kod 2-8% pacijenata, ali nije klinicki znacajan problem. Vazdusna embolija je izuzetno retka
komplikacija koja moze biti fatalna.

b. Adekvatnost uzorka
Uzorak koji sadrzi tumorske ¢elije smatra se adekvatnim. Ne postoje umiverzalno prihva¢eni morfoloski
kriterijumi za adekvatnost uzorka ukoliko tumorske C¢elije nisu prisutne. Svaki etioloSki agens koji
objasnjava prisustvo bolesti u isto vreme moze afirmisati adekvatnost, ali u isto vreme ne mora da
reprezentuje primarni patoloski proces (kao primer: uzro¢nici zapaljenja 1 samo zapaljenje). Zbog toga
se preporucuje uzimanje veceg broja uzoraka. Dva do tri ponovljena uzorkovanja su optimalni za komfor
pacijenta i nivo adekvatnosti uzorka. Kada uzorak sadrzi materijal (¢elije) reprezentativan za patoloski
proces on se smatra adekvatnim. Uzorak koji sadrzi benigne respiratorne ¢elije, makrofage i zapaljenske
¢elije, a u kontekstu klinic¢kih i radioloskih nalaza, suspektnih na malignitet, smatra se neadekvatnim, bez
obzira na visinu celularnosti. Adekvatnost ili neadekvatnost uzorka bi trebalo, uglavnom, da se postavi u
toku procesa aspiracije i Sto pre definiSe, kao i da se obavezno navede u finalnom nalazu.
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