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1. UVOD

Mastocitom je Cesti maligni tumor koze i potkoZzja u pasa te ¢ini 21% svih koznih
tumora (THAMM i VAIL, 2007.). Najcesce se pojavljuje u srednjoj i starijoj zivotnoj dobi.
Biolosko ponasanje predvida se klini¢kim stupnjevanjem i histoloSkom procjenom. lako
postoje tri na¢ina histoloskog stupnjevanja mastocitoma kod pasa, danas se najéesc¢e koriste 2
sheme histoloskog stupnjevanja mastocitoma: Patnaikov sustav stupnjevanja i noviji
dvostupanjski sustav po Kiupelu (PATNAIK i sur., 1984.; KIUPEL i sur., 2011.). Noviji
Kiupelov sustav ocjenjivanja je dvostupanjski sustav i uzima u obzir prisutnost kariomegalije,
najmanje 7 mitoza u 10 vidnih polja pod velikim pove¢anjem mikroskopa (VPM), najmanje 3
multinuklearne stanice u 10 vidnih polja pod velikim pove¢anjem mikroskopa i najmanje 3
bizarne jezgre u 10 vidnih polja (KIUPEL i sur., 2011.). Navedeni Kriteriji za dvostupanjsku
klasifikaciju mastocitoma se mogu lako primijeniti i na citoloSkim razmascima, $to sugerira
da bi se i citoloSkom pretragom mogao poblize odrediti stupanj malignosti mastocitoma §to
moze pomo¢i U planiranju daljnjeg lijeCenja i pruziti vrijedne prognosticke informacije prije
kirurske intervencije (CAMUS i sur., 2016.).

Citoloska dijagnostika mastocitoma temelji se na identifikaciji karakteristicnih
ljubicastih citoplazmatskih granula ( DENICOLA, 2014.; BLACKWOOD i sur., 2012.).
Medutim, broj citoplazmatskih granula moze biti varijabilan, a ovisi o nekoliko ¢imbenika,
ukljucujuéi i metodu bojenja. Tako je gusto granulirane mastocitome tesko ili ¢ak nemoguce
procijeniti predlozenim sustavom CAMUS i sur., jer je morfologija jezgri gotovo potpuno
zamaskirana metahromatski obojenim granulama sa may-griinwald-giemsa bojenjem koje se
najc¢esce koristi u rutinskoj dijagnostici (RESSEL i FINOTELLO, 2016.). Stoga se danas
intenzivno istrazuju razli¢ite metode bojenja koje bi primjenom na citoloskim razmascima
mogle osigurati dobar uvid u kriterije kojima bi se mogao odrediti stupanj malignosti
mastocitoma.

Cilj ovoga rada je na citoloskim razmascima primijeniti bojenje toluidinskim
modrilom te odrediti stupanj diferencijacije tumora kako bi se procijenila uspjesnost
odredivanja stupnja diferencijacije u odnosu na procjenu u may- griinwald-giemsa obojanim
razmascima. Na kraju ¢e se rezultati procjene usporediti sa stupnjem malignosti istog tumora
u histopatoloskim preparatima obojanima hemalaun-eozin metodom kako bi se procijenila
to¢nost odredivanja stupnja diferencijacije, odnosno stupnja malignosti u citoloskim

razmascima obojanima toluidinskim modrilom.



2. PREGLED LITERATURE

Mastocitom je ¢esti maligni tumor koze i potkoZzja u pasa te ¢ini 21% svih koznih
tumora (THAMM i VAIL, 2007.). Najcesce se pojavljuje u srednjoj i starijoj Zivotnoj dobi.
Biolosko ponasanje predvida se klini¢kim stupnjevanjem i histoloSkom procjenom. Klinic¢ki,
mastocitomi se mogu pojaviti kao benigniji oblici koji se mogu izlijeciti kirurSkom ekscizijom
sve do potencijalno smrtonosne metastatske bolesti (BLACKWOOQOD i sur., 2012.).

Biolosko ponasanje mastocitoma je jako varijabilno u rasponu od benignih solitarnih
lezija koje mogu biti izlijeCene kompletnom kirurSkom ekscizijom do vrlo malignih,
recidivirajuéih tumora koji metastaziraju (LONDON i SEGUIN, 2003.; MISDORP, 2004.).
Biolosko ponaSanje ovisi o histoloskom stupnju. Danas se najcesce koriste 2 sheme
histoloskog stupnjevanja mastocitoma: Patnaikov sustav stupnjevanja i noviji dvostupanjski
sustav po Kiupelu (PATNAIK i sur., 1984.; KIUPEL i sur., 2011.). Patnaikov sustav je
trostupanjski sustav kod kojega se ocjenjuje stani¢nost, morfologija stanica, mitotski indeks,
stupanj zahvacenosti tkiva i stromalna reakcija, kako bi se dodijelio histoloski stupanj od I do
[11, odnosno, od dobro diferenciranog do slabo diferenciranog tumora (PATNAIK i sur.,
1984.). Ovim sustavom stupnjevanja, tumori I stupnja su opc¢enito povezani sa odli¢nom
prognozom 1 obi¢no se lijeCe potpunom kirurSkom ekscizijom, dok su tumori III stupnja
bioloski agresivniji, s ve¢im rizikom od invazije i udaljenim metastazama i ¢esto zahtijevaju
dodatnu kemoterapiju zajedno sa kirur§kim uklanjanjem. Mastocitomi II stupnja su u odnosu
na stupanj I 1 III najviSe zastupljeni te je njihovo ponaSanje tesko za predvidjeti (SABATTINI
i sur., 2018.). Noviji Kiupelov sustav ocjenjivanja je dvostupanjski sustav koji uzima u obzir
prisutnost kariomegalije, najmanje 7 mitoza u 10 vidnih polja pod velikim povecanjem
mikroskopa (VPM), najmanje 3 multinuklearne stanice u 10 vidnih polja pod velikim
povecanjem mikroskopa i najmanje 3 bizarne jezgre u 10 vidnih polja ( KIUPEL i sur.,
2011.). Svi ostali mastocitomi, kod kojih nisu prisutni navedeni kriteriji, smatraju se niskim
stupnjem malignosti.

Kriteriji koji se uzimaju u obzir kod dvostupanjskog sustava ocjenjivanja sve su
znacajke koje se lako identificiraju i citoloski, stoga primjena citoloske ocjene moze pomo¢i u
planiranju lijeenja i potencijalno pruziti vrijedne prognosticke informacije prije kirurske
intervencije.

Neoplasti¢ni mastociti su tipi¢no okrugle stanice sa okruglom do ovalnom jezgrom i
vidljivim granulama u citoplazmi koje se boje metakromatski sa toluidinskim modrilom,
Giemsom i metilenskim modrilom (LONDON i SEGUIN, 2003.). Prisutnost karakteristicnih
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metakromatskih granula u citolos§kim uzorcima omogucuje izravnu dijagnozu mastocitoma,
¢ineci aspiracijsku biopsiju tankom iglom, kao dijagnosticku metodu jeftinom, brzom,
neinvazivnom i jednostavnom za upotrebu u 92- 96% slucajeva ( BLACKWOOD i sur.,
2012.; BAKER- GABB i sur., 2003.).

Citoloska dijagnostika mastocitoma temelji se na identifikaciji karakteristi¢nih
ljubicastih citoplazmatskih granula ( DENICOLA, 2014.; BLACKWOOD i sur., 2012.).
Medutim, broj citoplazmatskih granula moze biti varijabilan, a ovisi o nekoliko ¢imbenika,
ukljucujuci i metodu bojenja. Kod dobro diferenciranih mastocitoma, brojne citoplazmatske
granule mogu prekriti jezgru stanica, dok kod slabije diferenciranih moZemo uociti svega
nekoliko granula. Zbog komponenti mastocita, granule su kemotakti¢ne za eozinofile, koji
ponekad mogu biti i brojniji od samih mastocita, zbog ¢ega se oni ¢esto promatraju prilikom
dijagnostike mastocitoma ( GROSS i sur., 2005.). lako se bojenje toluidinskim modrilom
smatra najboljom metodom za prikaz granula mastocita ( MASSERDOTT]I, 2013.; RESSEL i
FINOTELLO, 2017.), citoloska dijagnostika mastocitoma uglavnom se provodi na uzorcima
bojenim metanolnim Romanovski bojama May Griinwald Giemsa (MGG) i Wright's koje su s
vremenom pronasle Siroku primjenu u veterinarskoj citologiji zbog njihove brzine 1 lakoce
upotrebe (ALBANESE, 2017.).

Granule mastocita prirodno mogu izazvati metakromatsko obojenje. Metakromatske
boje uklju¢uju Romanowsky kombinacije (Wright, Giemsa, MGG i Leishman), toluidinsko
modrilo i druge boje. Boja toluidinsko modrilo se prvi puta pojavila 1856. godine zahvaljujuci
britanskom kemic¢aru Williamu Henryju Perkinu koji je zapravo radeci na sintezi kinina
proizveo plavu supstancu koja je imala dobra svojstva bojenja. U pocetku je bila poznata kao
anilin ljubicasta i ve¢inom je bila koristena u industriji boja. Kasnije je postala poznata kao
toluidinsko plava boja i pocela se koristiti u medicinske svrhe, posebice kao posebna
histoloska boja kako bi istaknula odredene komponente. Toludin plava boji granule mastocita
ljubi¢asto do crveno (RIBATTI, 2018.).



3. MATERIJAL | METODE

Iako je histolosko stupnjevanje mastocitoma pasa najvazniji prognosticki ¢cimbenik i
predvida daljnji tijek bolesti, posljednjih godina se u istrazivanju mastocitoma pasa
pokusavaju utvrditi znacajke prema kojima bi se i citoloski mogao utvrditi stupanj
diferenciranosti mastocitoma te se analiziraju razli¢ite metode bojenja kojima se moze
osigurati najbolja morfologija stanica.

U ovome radu ¢e se koristiti arhivski uzorci mastocitoma pasa koji su dostavljeni na
rutinsku dijagnostiku u Zavod za veterinarsku patologiju. 1z arhive Zavoda je odabrano 10
sluCajeva mastocitoma pasa 1 to oni slucajevi koji su istodobno dostavljeni i na citolosku i na
histopatolosku pretragu. Citoloski uzorci mastocitoma pasa obojeni may-griunwald-giemsa
metodom su odbojeni i ponovno obojeni toluidinskim modrilom. Nakon toga je ponovno
odreden stupanj diferencijacije tumora kako bi se provjerila to¢nost odredivanja stupnja
diferencijacije u uzorcima koji su prvotno bili obojeni may- griinwald-giemsa metodom, gdje
su detalji jezgre vise ili manje bili maskirani sa granulama u citoplazmi. Stupanj
diferencijacije odnosno stupanj malignosti tumora je na kraju usporeden sa stupnjem

malignosti mastocitoma koji je odreden histopatoloskom pretragom.

Odbojavanje citoloskih uzoraka obojenih may-grinwald-giemsa metodom:
- Rehidracija u padaju¢im koncentracijama alkohola (100%, 96%, 70%)

- Kiseli alkohol nekoliko sekundi (dok uzorak ne izgubi boju)

Bojenje toluidinskim modrilom
- Toluidinsko modrilo (10 minuta)
- Ispiranje destiliranom vodom

- Pokrivanje pokrovnim stakalcem



Procjena: u citoloskim razmascima ponovo obojenim toluidinskim modrilom procjenjivani su
isti kriteriji kao i u razmascima ranije obojenima may-grunwald-giemsa metodom te je

usporedeno u kojem bojenju su kriteriji jasniji odnosno bolje vidljivi.

Tablica 1: Kriteriji za citolosko graduiranje mastocitoma pasa

Kriteriji za citolosko graduiranje mastocitoma pasa (Camus i sur., 2016.)

GRANULARNOST Slaba granuliranost — 2 boda
Dobra granuliranost — 0 bodova
PLEOMORFIZAM JEZGRI Prisutna (razli¢iti oblici) — 1 bod
Odsutna (okrugle do ovoidne) — 0 bodova
MITOTSKE FIGURE Prisutne (¢ak i jedna) — 1 bod

Odsutne — 0 bodova

Bl- ILI MULTINUKLEARNOST Prisutna - 1 bod
Odsutna — 0 bodova

ANIZOKARIOZA Prisutna (varijacije u veli¢ini jezgri u vise od 50% stanica) — 1 bod
Odsutna (okrugle do ovoidne) — 0 bodova

0 ili 1 bod => dobro diferencirani mastocitom (niski stupanj)
2 ili viSe bodova => slabo diferencirani mastocitom (visoki stupanj)




4. REZULTATI

Citoloskom analizom i usporedbom uzoraka obojanih may-griinwald-giemsa metodom
i toluidinskim modrilom utvrdeno je da bojenje toluidinskim modrilom osigurava bolju
vidljivost i jasniju morfologiju kriterija koji se procjenjuju citoloskom pretragom
mastocitoma. Granuliranost mastocita je bila dobro vidljiva u obje metode bojenja (slika 1. i
slika 2.).
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Slika 2. Koza psa. Mastocitom. Dobro vidljiva granuliranost mastocita. Toluidinsko modrilo.



Morfologija jezgri i vidljivost jezgrica je bila bolja u uzorcima obojenim toluidinskim
modrilom (slika 3.). Cak i u stanicama gdje je granuliranost vrlo jaka, morfologija jezgri je
dobro vidjiva na podru¢jima niZe stani¢nosti u bojenju TM (slika 4.). Anizocitoza i
anizokarioza takoder su bile bolje vidljive u uzorcima obojenim TM. U uzorcima obojenim

TM narocito je bila bolja vidljivost binuklearnih i multinuklearnih stani¢nih oblika (slika 3.).
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Slika 3. Koza psa. Dobro diferencirani mastocitom pasa sa dobro vidljivom morfologijom

jezgri i jezgrica. Vidljiva je multinuklearna stanica koja sadrzi ¢etiri jezgre. Toluidinsko

modrilo.

Slika 4. Koza psa. Visoko granulirani mastocitom pasa gdje se unato¢ gustim granulama jo$

uvijek vide detalji jezgre. Toluidinsko modrilo.



Takoder, populacija drugih stanica (osim mastocita) prisutnih u uzorcima (neutrofili,
eozinofili, makrofagi, fibroblasti, limfociti i eventualne druge stanice) bila je puno bolje
vidljiva u uzorcima obojenim TM (slika 5. i slika 6.). Eritrociti su u MGG bojenju obojeni
crveno i maskirali su odredene kriterije za procjenu dok su u bojenju TM plavozelenkaste

boje 1 uopce nisu maskirali druge stani¢ne elemente ( slika 7. i slika 8.).

Slika 5. Pas. Mastocitom. Vidljivost drugih stani¢nih elemenata (osim mastocita) u MGG

bojenju.

Slika 6. Pas. Mastocitom. Vidljivost drugih stani¢nih oblika u bojenju toluidinskim modrilom.



Slika 7. Mastocitom psa. Eritrociti su obojeni crveno i maskiraju ostale kriterije za procjenu
stupnja malignosti. MGG.

Slika 8. Koza psa. Mastocitom. Eritrociti su obojani svijetlo plavozelenkasto $to omogucuje

bolju vidljivost ostalih elemenata u uzorku. Toluidinsko modrilo.



Uzorci obojeni MGG i TM usporedeni su sa stupnjem malignosti mastocitoma u

histopatoloskim preparatima obojenima hemalaun-eozin metodom te je unato¢ malom broju

uzoraka vidljivo da bojenje toluidinskim modrilom osigurava to¢nije postavljanje dijagnoze u

odnosu na MGG bojenje.

Tablica 2: Usporedba stupnja malignosti citoloskih uzoraka obojenih may-griinwald-giemsa

metodom i toluidinskim modrilom sa stupnjem malignosti tumora u histoloskim preparatima

obojenih hemalaun- eozin metodom.

Uzorak broj

May- Griinwald-Giemsa

Toluidinsko modrilo

Histologija H&E
Patnaik/ Kiupel

95/15

44/19

523/17
260/13
183/17
665/18
651/18
93/19

739/19
697/13

niski stupanj
visoki stupanj
niski stupanij
visoki stupanj
visoki stupanj
visoki stupanj
niski stupanij
niski stupanj
visoki stupanj

niski stupanij

niski stupanj
visoki stupanj
niski stupanj
niski stupanj
visoki stupanij
niski stupanj
niski stupanj
niski stupanj
visoki stupanj

niski stupanj

gradus I/ |
gradus II/ I
gradus I/ |
gradus I/ |
gradus IlI/ 11
gradus I/ |
gradus I/ |
gradus I/ |
gradus 1/ 11
gradus I/ |
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio usporediti citoloSke uzorke bojene may-grinwald-giemsa
metodom i toluidinskim modrilo. Na temelju toga Zeljelo se utvrditi u kojem bojenju su
kriteriji za citoloSko graduiranje mastocitoma pasa bolje vidljivi. Vecina autora navodi kako
je jedan od mogucéih problema, tijekom kojega dolazi do razlika u histologiji i citologiji,
odabir tehnike bojenja. Visoko granulirane mastocitome vrlo je tesko ocijeniti, zato $to je
jezgra u potpunosti prekrivena metakromatski obojenim granulama sa may-griinwald —
giemsa bojenjem ( SCARPA i sur., 2014.). Isti autori spominju da upotreba hematoksilin-
eozin (HE) i toluidinskog modrila prikazuju bolje detalje jezgre, dok RESSEL i FINOTELLO
(2016.) naglasavaju da upotrebu HE bojenja treba razmotriti kod upotrebe u citologiji.
MARCOS i sur. (2017.) naglasavaju da se HE i TM treba korisiti nakon bojenja sa MGG ili
Diff- Qick (DQ) bojenja. HERGT i sur. (2016.) u svom istrazivanju upotrijebili su tehniku
odbojavanja i nakon toga bojenje sa HE. Upotreba HE bojenja povecala se osjetljivost
citoloSke ocjene 1 smanjen je udio pogresno dijagnosticiranih mastocitoma koji su bili visokog
stupnja malignosti, a citoloski su bili odredeni kao niskog stupnja malignosti (5 od 36). U
nasem istrazivanju se takoder pokazalo da tehnika bojenja TM omogucuje bolji uvid u
morfologiju stanica, pri ¢emu su detalji jezgre bili jasno vidljivi ¢ak i kod visoko granuliranih
mastocitoma, za razliku od bojenja MGG metodom.

Definirano citolosko stupnjevanje mastocitoma bila bi vrlo poZeljna metoda
dijagnostike koja bi omogucila klini¢arima odabir najprikladnije terapije vec i prije operacije.
Istrazivanje koje su proveli SCARPA i sur. (2014.) procjenjuje primjenjivost Kiupelovog
sustava ocjenjivanja na aspiratima kutanog pse¢eg mastocitoma uzetim pomocu tanke igle,
koji se zasniva na broju mitoza, multinuklearnih stanica, bizarnih jezgri i prisutnosti
kariomegalije. CitoloSka aspiracija tankom iglom je najcesce koristena metoda u veterinarskoj
medicini za dijagnostiku mastocitoma (PEDRAZA i sur., 2011.). Citolo$ki su mastocitomi
klasificirani kao dobro, umjereno i slabo diferencirani §to je primarno zasnovano na koli¢ini
citoplazmatskih granula i drugih znacajki, uklju€ujuéi anizocitozu, anizokariozu i omjer jezgri
u citoplazmi (RASKIN, 2010.). Patnaikov i Kiupelov sustav (KS) najéesce se koriste u
histologiji, medutim KS je jednostavniji, objektivniji i za razliku od Patnaikovog, baziran
potpuno na stani¢nim znacajkama koje mogu biti ocijenjene i na citoloSkim uzorcima. U
nekoliko istrazivanja su uzorci aspirirata, njih 50, osuseni na zraku i obojani po MGG.
Odabrana su podrucja na razmazu sa najve¢om stani¢noscu i/ ili visokim stupnjem

pleomorfizma i gledana pod malim pove¢anjem. Promatrao se broj mitoza, multinuklearnih
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stanica, bizanih jezgri i prisutnost kariomegalije. Primjeceno je da su sve ove znacajke
zastupljene u vec¢em broju prilikom histoloskog stupnjevanja u odnosu na citolosko. Medutim
citoloski se bolje vide citoplazmatske granule zbog vece veli¢ine stanica i upotrebe
metakromatskih boja ( Giemsa) (DUNCAN i PRASSE, 1979.; STREFEZZI i sur., 2009.). U
ovoj studiji najvece razlike izmedu histologije i citologije bile su zbog manjeg broja mitoza
otkrivenih u citoloskim uzorcima. To se ¢esto dogada u citologiji, a razlozi mogu ukljucivati
prisutnost granula, tehniku bojenja i neslué¢ajnu raspodjelu mitoza (LIGEGOWDA i sur.,
2011.). Prema studiji SCARPA i sur., 2014., na temelju dobivenih rezultata, ne predlaze se
primjena KS ocjenjivanja u citopatologiji kao preciznu i korisnu metodu, iako u veéini
slucajeva moze pomoc¢i u donosenju klinicke odluke. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da,
unato¢ malom broju uzoraka, bi se mogla postaviti dijagnoza na temelju citoloSke pretrage
uzoraka kutanih mastocitoma bojenih toluidinskim modrilom, jer je primjec¢eno da ovakvim
naé¢inom bojenja se bolje uocavaju granuliranost mastocita, mitotske figure, pleomorfizam
jezgri, narocito bi- ili multinuklearne stanice te anizokarioza, sto su karakteristike koje se
ocjenjuju prilikom diferencijacije mastocitoma pasa. Takoder je primije¢eno da su mitoze vrlo
rijetko ili uopée nisu prisutne u citoloSkim uzorcima $to potvrduje razmisljanja
LIGEGOWDA i sur., 2011.

Takoder u ovom istraZzivanju uzorci bojeni MGG metodom i TM su usporedeni sa
stupnjem malignosti koji je odreden na histoloSkim uzorcima bojenim HE metodom. HERGT
i sur. (2016.) istrazili su primjenjivost kriterija dvostupanjskog sustava ocjenjivanja kod
kutanih mastocitoma pasa, usporedujuci rezultate i citoloskog i histoloskog ocjenjivanja.
Visoki stupanj malignosti je dijagnosticiran ako je i jedna od sljede¢ih znacajki bila
pronadena: najmanje 7 mitoza u 10 vidnih polja pod velikim povecanjem mikroskopa (VPM),
najmanje 3 multinuklearne stanice u 10 HPF, najmanje 3 bizarne jezgre u 10 HPF ili
prisutnost kariomegalije. Prema histoloSkom Patnaikovom sustavu ocjenjivanja, od 141
uzoraka mastocitoma koji su bili ukljuceni u istrazivanje, njih 57 je Kklasificirano stupnjem I,
48 stupnjem 11 i 36 stupnjem I11. Prema Kiupelovom sustavu, 38 (27%) mastocitoma je bilo
visokog stupnja malignosti, dok je njih 103 (73%) bilo niskog stupnja. Citoloska procjena
prema Kiupelovom sustavu otkrila je 36 (26%) mastocitoma visokog stupnja i 105 (74%)
niskog stupnja. Ako usporedimo dobivene rezultate oba sustava, mozemo reci da su svi
mastocitomi prvog stupnja po Patnaiku bili i mastocitomi prvog stupnja prema Kiupelu, dok
su svi preostali mastocitomi drugog i treceg stupnja po Patnaiku bili mastocitomi drugog
stupnja prema Kiupelu. Medutim, u 8 od 141 (5,7%) uzorka bilo je neslaganja izmedu

citoloSke 1 histoloske ocjene. Tri razmaza koja su klasificirana kao visoki stupanj malignosti,
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histoloski su smatrani niskim stupnjem, dok u ostalih 5, koji su histoloski potvrdeni kao
visoki stupanj malignosti citoloski su smatrani niskim stupnjem. Uzimaju¢i to u obzir, dolazi
do potencijalnog nedostatka u primjeni citoloskog sustava ocjenjivanja. Nase istraZivanje
ukazuje na podudarnost izmedu citoloskih i histopatoloskih uzoraka s obzirom na stupanj
malignosti mastocitoma. Medutim vidljivo je da bojenje sa TM osigurava to¢nije postavljanje
dijagnoze u odnosu na bojenje sa MGG metodom.
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6. ZAKLJUCCI

1. U citoloskim razmascima koji su prvotno bili obojeni MGG metodom, odbojani te

2.

3.

ponovno bojani TM, uoceno je da kriteriji za citolosko graduiranje mastocitoma pasa
(granuliranost, pleomorfizam jezgri, mitotske figure, bi- ili multinuklearnost te
anizocitoza i anizokarioza) jasniji su i bolje vidljivi, ¢ak i u stanicama gdje je

granuliranost bila vrlo jaka.

Usporedbom citoloskih uzoraka bojanih MGG 1 TM sa histoloskim preparatima
bojenim HE vidljivo je da bojenje TM osigurava to¢nije postavljanje dijagnoze s

obzirom na stupanj malignosti.

Citoloska pretraga, koja se nadopunjuje sa histopatoloSkom pretragom, vrlo je vazna

orijentacijska metoda u klasificiranju kutanih mastocitoma pasa.
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8. SAZETAK
Monika Perko

CITOLOSKA PRETRAGA KUTANIH MASTOCITOMA PASA U
UZORCIMAOBOJENIM MAY- GRUNWALD — GIEMSA METODOM |
TOLUIDINSKIMMODRILOM

Mastocitom je neoplazma podrijetla mastocita i najceséi je tumor koze u pasa.
Citoloska pretraga je jedna od najbrzih, najjeftinijih i najlaksih dijagnosti¢kih postupaka koji
se primjenjuje u kliniCkom radu 1 moze pomo¢i dijagnosticaru prilikom odredivanja
najprikladnije terapije prije operacije. Citoloska dijagnostika mastocitoma temelji se na
identifikaciji karakteristi¢nih ljubicastih citoplazmatskih granula koje se boje metakromatski
sa toluidinskim modrilom, giemsom i metilenskim modrilom. Cilj rada je bio 10 arhivskih
uzoraka mastocitoma obojanih may-grinwald-giemsa metodom odbojiti te ponovo obojiti
toluidinskim modrilom, a zatim tumore analizirati prema kriterijima za citolosko graduiranje
mastocitoma pasa. Nakon toga isti uzorci su usporedeni sa stupnjem malignosti mastocitoma
u histopatoloskim preparatima obojenima hemalaun-eozin metodom. Rezultati su pokazali da
se u citoloskim razmascima obojenima toluidinskim modrilom bolje uo¢avaju postavljeni
citoloski kriteriji, a naro¢ito detalji jezgre te bi- i multinuklearne stanice. Osim toga bolje se
mogu diferencirati druge stanice (npr. fibroblasti, neutrofili i eozinofili), a eritrociti manje
maskiraju ostale elemente. Moze se zakljuciti da bojenje toluidinskim modrilom omogucuje
bolji uvid u kriterije za citolosko graduiranje mastocitoma nego may-grinwald-giemsa

bojenje te se prema tome moze to¢nije odrediti citoloski stupanj diferencijacije mastocitoma.

Kljuéne rijeci: mastocitom, pas, citoloska pretraga, toluidinsko modrilo, stupanj malignosti
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9. SUMMARY
Monika Perko

CYTOLOGICAL EXAMINATION OF SAMPLES OF CANINE CUTANEOUS MSTCELL
TUMOURS STAINED WITH MAY-GRUNWALD-GIEMSA METHOD AND
TOLUIDINE BLUE STAINS

Mast cell tumors are neoplasms of mast cells origin and are the most common skin tumors in
dogs. Cytologic examination is one of the fastest, cheapest and easiest diagnostic procedures
used in clinical work that can help to clinician in determining the most appropriate therapy
even before surgery. Cytologic diagnosis of mast cell tumors is based on the identification of
characteristic purple cytoplasmic granules metachromatically stained with toluidine blue,
giemsa and methylene blue. The aim of this study was to destain 10 archival cytological
samples of mast cell tumors stained with may-grinwald-giemsa stain and restain it with
toluidine blue. After this samples were analyzed according to the criteria for cytologic grading
of mast cell tumors in dogs and the same samples were compared with the malignancy grade
of mast cell tumors in histopathological sections stained with the hemalaun-eosin method. The
results showed that smears stained with toluidine blue better detect the established cytological
criteria, and in particular the nuclear details and bi- and multinuclear cells. In addition, other
cells (eg. fibroblasts, neutrophils and eosinophils) are better visible, and erythrocytes less
mask other elements. It can be concluded that staining with toluidine blue provides better
insight into the criteria for cytologic grading of mast cell tumor than may-grinwald-giemsa
staining, and thus the cytological degree of mast cell tumors can be more accurately

determined.

Key words: mast cell tumor, dog, cytology, toluidin blue, malignancy grade
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