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UZORKOVANJE NEOPLAS:I'ICNOG TKIVA PASA
| PRATECA DOKUMENTACLIA

Kukolj Vladimir, Ani¢i¢ Milan, Marinkovi¢ Darko*

Broj onkolo$kih sluéajeva ima visegodisnji trend rasta, kako kod
ljudi, tako i kod Zivotinja, pre svega pasa. Prevencija ili dijagnostika
neoplazmi u ranoj fazi bolesti u velikoj meri zavise od histolo§kog pre-
gleda uzorka i obi¢no su jedan od pocetnih koraka u postavijanju di-
Jagnoze. Postavijanje tacne dijagnoze, prema savremenim kriterijumi-
ma za histopatolo$ku dijagnostiku, predstavilja osnovni preduslov za
sprovodenje adekvatnih terapijskih protokola, proSirenje i unaprede-
nje mogucnosti leCenja onkoloSkih pacijenata i produzavanje njiho-
vog Zivota. HistopatoloSka dijagnoza, pored klasifikacije i odredivanja
gradusa tumora, pruza klini¢arima i informacije o tome da li je eksci-
Zija bila adekvatna, da li su margine slobodne od tumorskih celija, da
li je tumor infiltrovao okolno tkivo i da Ii je zapoéeo metastazu prodi-
ranjem u krvne i/ili limfne sudove, kao i da li postoje metastaze u ko-
respondentnim limfnim évorovima, ukoliko su i oni promenjeni. VaZzan
preduslov za postavijanje pouzdane histopatolo$ke dijagnoze je uzor-
kovanje neoplastiénog tkiva, njegovo fiksiranje i transport do laborato-
rije i jasno popunjena pratec¢a dokumentacija. Odabir tkivnhog uzorka
sa neadekvatne lokacije, uzorkovanje suvise velikog ili suviSe malog
uzorka, greSke u izboru fiksativa i procesu fiksiranja, kao i nepravilno
popunjen uput za ispitivanje, mogu u velikoj meri da uti¢u na obradu
tkiva, kvalitet preparata i dobijene rezultate. GreSke nacinjene tokom
uzorkovanja tkiva najéesce dovode do trajnih posledica i u kasnijim fa-
zama obrade i naknadno teSko mogu da budu otklonjene.

Kljuéne reci: greske pri uzorkovanju, histopatoloska dijagnosti-
ka, neoplasticno tkivo, psi.

uvobD

Broj razli¢itih neoplasti¢nih oboljenja u poslednjih nekoliko godina je zna-
¢ajno povecan, a prevalenca pojedinih oblika neoplazmi se razlikuje iz godine u

* Dr Kukolj Vladimir, vanredni profesor, dr Anic¢i¢ Milan, asistent, dr Marinkovi¢ Darko, vanredni
profesor, Katedra za patolo$ku morfologiju, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beo-
gradu
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godinu, kako kod ljudi, tako i kod Zivotinja, pre svega pasa. Porast broja onkolos-
kih pacijenata u veterinarskoj medicini i uvodenje savremenih protokola u terapiji
neoplazmi pasa, doveli su do porasta interesovanja za ova oboljenja, kako kod
veterinara, tako i kod vlasnika pasa.

Blagovremena dijagnostika neoplazmi, u ranoj fazi bolesti, je od velikog zna-
Caja za izleCenje i poboljSava prezivljavanje pacijenata. Osnovni preduslov za
sprovodenje adekvatne terapije i produzavanje zivota pacijenta je tacna histopa-
tolosSka dijagnoza. HistopatoloSka dijagnoza, pored klasifikacije tipa tumora, pru-
za informacije i o njegovom gradusu, kao i podatke o tome da li je ekscizija bila
adekvatna, da li su margine slobodne od tumorskih ¢&elija, da li je tumor infiltrovao
okolno tkivo i da li je zapo€eo metastaziranje prodiranjem u krvne i/ili limfne su-
dove, kao i da li postoje metastaze u korespodentnim limfnim ¢vorovima, ukoliko
su i oni promenjeni. Da bi se postavila tacna histopatoloSka dijagnoza i dobile sve
navedene informacije, neoplasti¢no tkivo mora da bude uzorkovano na pravilan
nacin, fiksirano u odgovarajuc¢em fiksativu i sa pratecom dokumentacijom tran-
sportovano u laboratoriju za histopatologiju.

Uzorkovanije i slanje neoplasti¢nog tkiva u laboratoriju predstavlja slozen po-
stupak koji obuhvata Citav niz radniji koje se moraju sprovesti bez greSke. Pocetni
koraci u ovim procedurama, odvijaju se na mestima sa kojih se materijal upucu-
je na pregled, poput ambulanti, klinika, farmi, klanica i obdukcionih sala, dok se
drugi deo obrade tkiva odvija u laboratorijama specijalizovanim za histopatolosku
analizu. U svakoj od faza uzorkovanja, slanja i obrade tkiva moguce su greske,
ali greske koje veterinar napravi u vidu nepravilnog uzorkovanja, fiksiranja i slanja
tkiva mogu u znatnoj meri da otezaju obradu tkiva u laboratoriji, izradu preparata
i postavljanje histopatoloske dijagnoze, $to dovodi do trajnih posledica koje na-
knadno teSko mogu da budu otklonjene.

Uzorkovanje neoplastiénog tkiva

Uzorkovanje neoplastiCnog tkiva pre svega zavisi od toga da li se vrsi od Zive
zivotinje razli¢itim operativnim metodama ili od uginule Zivotinje tokom obdukcije.
Bez obzira na poreklo uzorka, osnovni princip je da uzorak mora da bude pravilno
odabran i reprezentativan.

Uzorkovanje tkiva od zive zivotinje ima za cilj postavljanje ili potvrdiva-
nje dijagnoze i definisanje prognoze. Kako je pacijent jo$ uvek Ziv, postavljanje
tane dijagnoze umnogome uti€e na izbor terapije i oporavak pacijenta. Biopsija
neoplasti¢nih promena od Zive Zivotinje se naj¢eS¢e vrsi sa lako dostupnih povr-
Sinskih delova tela kao Sto su: kozZa, potkozno tkivo, mle¢na Zlezda i amputirani
delovi ekstremiteta, ali i unutrasnjih organa poput slezine, limfnih &vorova, jetre i
creva. Prilikom izvodenja biopsije, postupak treba da bude izveden uz postovanje
svih hirurSkih principa, tako da ne ugrozi terapiju. Pre izvodenja same biopsije,
treba proceniti da li je ona uopste indikovana tj. da li na ovaj nacin postoji even-
tualna opasnost od Sirenja neoplasti¢nog procesa. Pored toga, uzimanje uzoraka
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biopsijom moze da bude povezano sa pojavom infekcije biopsijske rane, loSim
odabirom mesta biopsije koje oteZava dalju hirurSku resekciju, slabo odabranim
mestom drenaze i sl.

Za uzorkovanje materijala od zive Zivotinje na raspolaganju su razli¢ite me-
tode: aspiraciona iglena biopsija (FNAB — Fine Needle Aspiration Biopsy), panc
biopsija (engl. punch biopsy), endoskopska/laparoskopska biopsija, inciziona bi-
opsija i eksciziona biopsija. Svaka od navedenih metoda ima svoje prednosti i
nedostatke. Bez obzira na primenjenu metodu, dobijeni uzorak tkiva treba da ima
§to manje artefakata tj. struktura ili supstanci koje nisu postojale u tkivu, a koje su
proizvod nekog spoljasnjeg uticaja. Prilikom uzorkovanja na ovaj nacin, mogu da
nastanu oStec¢enja tkiva fiziCkom silom upotrebom hirurs§kog forcepsa ili retraktora
ili koagulaciona nekroza tkiva izazvana visokom temperaturom zbog primene ter-
mokautera. Primenu termokautera narocito treba izbegavati kod malih biopsija jer
uzorci potpuno gube dijagnosti¢ku vrednost.

Uzorkovanje tkiva sa obdukcije je u praksi mnogo lakSe za izvodenje.
Uzorak neoplasti¢nog tkiva se uzima, $to je moguce pre, a najbolje neposredno
posle uginuca ili eutanazije psa, ¢ime se izbegava razvoj postmortalnih procesa
koji u velikoj meri mogu da maskiraju patoloSki proces i otezaju postavljanje di-
jagnoze. Imajuci u vidu da se tokom obdukcije obi¢no vrsi pregled svih organa,
moguce je ustanoviti i potencijalne metastaze ili da li postoje razli¢ite neoplastic-
ne promene rasporedene na vise mesta. U tom slucaju, treba uzeti viSe uzoraka
kako bi se eventualno uocile razliCite faze istog patoloSkog procesa ili dokazalo
prisustvo razli€itih patoloskih procesa.

Osnovni principi uzorkovanja neoplasticne lezije

Ukoliko je odstranjena promena, odnosno uzorak uzet sa Zivotinje tokom ob-
dukcije dovoljno mali, moZe da se poSalje u laboratoriju u celosti. U sluajevima
kada je neoplastiCna promena suvie velika potrebno je, na samom mestu uzor-
kovanja (ambulanta, obdukciona sala, klinika, farma i sl.), uzorkovati mali deo pro-
mene, odnosno izvrSiti pravilan odabir mesta u okviru promene sa kojeg se uzima
uzorak. Uzorak se, za histopatoloski pregled, uzima sa granice tumora i okolnog
nepromenjenog tkiva. Mikroskopski preparat napravljen iz ovako uzetog tkiva sa-
drzi o€uvane neoplasti¢ne celije i istovremeno moze da pruzi jasnu informaciju o
tome od kojih ¢€elija potic¢e tumor i na koji nacin (ekspanzivan ili infiltrativan) tumor
raste. Nacin uzorkovanja i broj uzoraka €esto zavise i od makroskopskog izgle-
da lezije. Homogene lezije se uzorkuju tako da ise€ak obuhvata deo lezije, liniju
resekcije i hirurS8ku marginu. Lezije koje imaju hemoragi¢no-nekroti€¢an centar se
uzorkuju na taj nacin da se uzmu bar dva isetka koja obuhvataju deo lezije, liniju
resekcije i hirur8ku marginu pri emu se ne uzorkuje centralni hemoragi¢no-ne-
kroti¢ni deo. Heterogene lezije sa kompleksnom strukturom se uzorkuju tako da
obuhvataju deo lezije, liniju resekcije i hirurSku marginu sa viSe delova lezije. Naj-
CeSc¢a greSka koja se pravi u fazi uzimanja tkiva sa velike promene je isecanje
tkiva iz njenog sredista. Imajuci u vidu Cinjenicu da vecina tumora relativno brzo
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raste, centralni delovi tumorske mase podlezu nekroticnim procesima, zbog Ce-
ga se u preparatima napravljenim iz sredista promene ne uocCavaju jasno Celijski
elementi, ve¢ samo celijski detritus bez jasnih parametara na osnovu kojih bi se
postavila tacna dijagnoza. Uzorkovanije tkiva izvan granica tumorske mase sadrZi
samo celije zdravog nepromenjenog tkiva.

Veli¢ina uzorka

Pored odabira mesta sa kojeg se uzima uzorak neoplasti¢nog tkiva za histo-
patoloski pregled, potrebno je i da sam uzorak bude adekvatne veli€ine, odnosno
1x1x0,5 cm. lako primena odredenih metoda uzorkovanja, kao $to je endoskop-
ska biopsija, omogucava dobijanje relativno malog uzorka tkiva, potrebno je uzeti
Sto veci uzorak tkiva kad god je to moguée. Preveliki uzorci tkiva ili slanje velikih
tumorskih masa u celosti nisu adekvatni, zbog toga Sto se autolitiCki procesi u
srediStu uzorka odvijaju mnogo brze nego $to fiksativ prodire do sredista ovako
velike promene. Zbog toga u mikroskopskoj slici ovakvih preparata, dominiraju
autolitiCki procesi, Sto zna¢ajno otezava postavljanje dijagnoze. Ukoliko se ipak
u laboratoriju Salje cela lezija, potrebno je napraviti poprecni presek ili vise pa-
ralelnih preseka i uzeti manje ise¢ke. Ovo je veoma znacajno i zbog toga sto se
prilikom pravljenja preseka dobijaju informacije o izgledu povrsine preseka (ho-
mogen, heterogen, nekroti¢an, cistiCan, kalcifikovan i sl.).

Fiksiranje tkiva

Nakon pravilnog odabira mesta uzorkovanja i veli€ine uzorka, odstranjeno
tkivo se moze dostaviti u laboratoriju odmah kao nefiksirano i rashladeno u ruc-
nom frizideru, ali nikako u zamrznutom stanju. Medutim, zbog brzog razvoja au-
tolitickih procesa, preporucuje se stavljanje iseCka tkiva u odgovarajuci fiksativ.
Fiksiranje tkiva ima za cilj da stabilizuje proteinske strukture u celiji i na taj nacin
ocuva njenu morfologiju, veli€inu i lokalizaciju u stanju koje je sli€no onom tokom
Zivota. Zamrzavanje tkiva i nepravilan izbor fiksativa mogu mehanickim (kristali
leda) ili fizicko-hemijskim putem (smezuravanje ¢elija dehidratacijom) da dovedu
do trajnih oStecenja celija. Za razli€ita histopatoloSka ispitivanja koristi se Siroka
paleta fiksativa u zavisnosti od toga koje se tkivo fiksira i $ta se dokazuje u njemu.
Medutim, u praksi se najéeS¢e koristi 10% neutralni formalin koji se pravi prema
odredenim preskripcijama, a pH=7 se postize upotrebom odgovarajucih pufer-
skih sistema. Vecina laboratorija za histopatologiju obezbeduje svojim klijentima
rastvor fiksativa. Fiksiranje tkiva direktnim nalivanjem koncentrovanog formalina
kakav se nalazi u prodaji, moZe da dovede do pojave nagle precipitacije proteina
na povrsini tkivnog uzorka ¢ime se spre€ava dublje prodiranje formalina u tkivo.

U pojedinim slucajevima, pre stavljanja tkivnog uzorka u fiksativ, potrebno
je izvrsiti odredene pripreme. Tako se npr. tanki uzorci tkiva (koza dobijena pan¢
biopserom) postavljaju na pljosnat predmet kao $to je drvena Spatula i ostavljaju
tako nekoliko minuta da se osuse kako bi se prilepili za taj predmet, a potom pota-
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paju u formalin u bocici za fiksiranje, ¢ime se spre€ava savijanje tankog uzoraka.
Kod sumnje na intestinalnu formu limfoma, pozZeljno je u lumen odstranjenog i
podvezanog dela creva ubaciti manju koli¢inu formalina kako bi se ouvao lumen,
a zid creva ucinio jasnijim u preparatu.

Fiksiranje i transport tkiva u laboratoriju obavlja se u plasti¢noj ili staklenoj
bocici sa Sirokim grlom koja se hermetiCki zatvara, zbog toga $to formaldehid lako
isparava a njegove pare imaju dokazano kancerogeno dejstvo. Bocice za fiksira-
nje tkivnih uzoraka moraju da budu dovoljno velike kako bi obezbedile da odnos
tkiva i formalina bude 1:10. SuviSe male bocice ili nedovoljna koli¢ina formalina,
mogu da budu razlog produzenog vremena fiksiranja tkiva ili razvoja autolitiCkih
procesa. Ubacivanje tkiva u bocice sa uskim grlom poput bocica od sirupa ili pe-
nicilina, otezava izvla€enje tkiva iz bocCice. Tokom ubacivanja, tkivo je joS uvek
elasti€no i mekano, ali nakon boravka u formalinu tkivni uzorak postaje ¢vrst, zbog
¢ega ga nije moguce izvuci kroz usko grlo. Obi¢no se takve bocice fizi€ki razbijaju
¢ime se rizikuje mehanicko ostecenje tkiva. Tokom trajanja procesa fiksiranja, ko-
je u proseku iznosi od 2 do 4 dana, fiksativ sve vreme mora da bude bistar. Ukoli-
ko dode do njegovog zamucenija (izlazak krvi, gnoja, tkivne te€nosti iz uzorka) po-
trebno je zameniti zamuceni fiksativ i uliti novi. Iskori§¢eni fiksativ ne sme dospeti
u zivotnu sredinu i mora biti odlozen u skladu sa zakonskim propisima. Ukoliko se
u laboratoriju Salje vise od jednog uzorka, bocice treba da budu jasno obelezene.

Transport ovako pripremljenog uzorka je najbolje obaviti preko kurira. BoCica
sa uzorkom i fiksativom se pakuje u Cvrstu kutiju, a u prostor izmedu bocice i kutije
stavlja se papirna vata koja treba da upije fiksativ ukoliko dode do njegovog istica-
nja. Treba izbegavati da se u istu kutiju sa bo¢icom stavlja i uput zato to isticanje
fiksativa moze da dovede do trajnog ostecenja uputa.

Uput za histopatolosko ispitivanje

Kao sto je prethodno opisana procedura uzorkovanja i fiksiranja tkiva vazna
za postavljanje tacne dijagnoze, tako i pravilno popunjavanje prate¢e dokumen-
tacije ima veliki znacaj, a Cesto je upravo ovaj korak zanemaren od strane veteri-
nara-klini¢ara. Nepotpun uput ili pogreSno navedeni podaci koji se u njemu traze,
mogu znacajno da otezaju postavljanje dijagnoze i dovedu u zabludu patologa
koji postavlja dijagnozu. Svaka laboratorija za histopatologiju ima svoj specifican
obrazac uputa koji je potrebno popuniti, a na$ obrazac uputa se nalazi na web
stranici Laboratorije za patologiju http://patologija.vet.bg.ac.rs/PDFs/uput_za pa-
tohistologiju.pdf.

Obavezni elementi uputa za histopatologiju su: podaci o ambulanti/veterina-
ru koji Salje uzorak, podaci o vlasniku zivotinje, podaci o zivotinji, datum i vreme
uzorkovanja, kao i vrsta fiksativa i podaci o promeni, odnosno tumoru. Svi nave-
deni delovi uputa su vazni i moraju da budu pravilno i u potpunosti popunjeni, ali
je ipak za postavljanje dijagnoze najznacajniji deo koji se odnosi na podatke o
samoj tumorskoj promeni.
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Za razliku od tkiva koje se uzorkuje tokom obdukcije, prilikom uzimanja tkiva
biopsijom od Zive Zivotinje patolog obi¢no nije u moguénosti da izvrsi makroskop-
ski pregled cele lezije. Zbog toga je znaCajno da promena bude jasno makroskop-
ski opisana, preporucljivo i fotodokumentovana i dostavljena sa uputom. Ovaj
opis moze da pruzi dragocene informacije koje se kasnije ukljucuju u donosenje
konacne dijagnoze o tipu i gradusu tumora. Najpre je neophodno odrediti taénu
anatomsku lokalizaciju neoplazme i opisati koje strukture zahvata lezija i po mo-
gucnosti obeleziti lokalizaciju na samom crteZu psa. Makroskopski opis lezije obu-
hvata podatke o obliku, boji, veli€ini, konzistenciji i izgledu na povrsini preseka.
Pored toga, u uput za histopatolosko ispitivanje se upisuju i anamnesti¢ki podaci
(npr. kada je promena prvi put uo¢ena), da li su uo¢ene promene na regionalnim
limfnim &vorovima i/ili drugi tumori na telu psa, da li je promena odstranjena u
celini, zatim rezultati klini¢kih i sprovedenih laboratorijskih ispitivanja, kao i even-
tualno sprovedena terapija.

Uzorkovanije i slanje tkiva za histopatolosko ispitivanje predstavlja vaznu i
osetljivu fazu postavljanja dijagnoze, a nacinjene greske ¢esto ne mogu da budu
ispravljene. Nepravilno uzorkovan materijal ¢ini da pravi uzorak neoplasti¢nog tki-
va bude trajno izgubljen, a ishod ovih greSaka je naj¢eS¢e postavljanje neadekvat-
ne dijagnoze ili potpuna nemoguénost postavljanja dijagnoze. Cak i u slugajevima
kada postoji moguénost ponovnog uzorkovanja, izgubljeno vreme moze da bude
znacajan faktor u zapocinjanju terapije i prognozi.
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SAMPLING OF NEOPLASTIC TISSUE FROM DOGS AND DOCUMENTATION
Kukolj Vladimir, Ani¢i¢ Milan, Marinkovi¢ Darko

The number of oncological cases shows a long-term increase, both in humans and
animals, primarily in dogs. Prevention or diagnosis of neoplasms in the early phase of the
disease depends on the histological examination of the sample and it is usually one of the
initial steps in making a diagnosis. Making an accurate diagnosis, according to modern
criteria for histopathological diagnosis, is a basic prerequisite for the implementation of
adequate therapeutic protocols, expanding and improving the treatment options for
oncological patients and prolonging their lives. Histopathological diagnosis, in addition to
tumor classification and grading, provides information for clinicians on whether excision
was adequate, whether margins were free of tumor cells, whether the tumor infiltrates
surrounding tissue and began metastasis by invading blood and/or lymph vessels, as
well as are there metastatic changes in corresponding lymph nodes, in cases they show
macroscopic changes. An important prerequisite for making a reliable histopathological
diagnosis is sampling of neoplastic tissue, its fixation and transport to the laboratory, and
clearly completed documentation. Sampling from a wrong place, selection of a tissue
sample that is too large or too small, errors in the fixative choice and the fixation process,
as well as incorrectly filled examination form, can greatly affect tissue processing, tissue
slide quality and results. Mistakes made during tissue sampling usually lead to permanent
consequences that can hardly be eliminated in the later stages of processing.

Key words: diagnostic histopathology, dogs, errors in sampling, neoplastic tissue.
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