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1. UvOD

Citoloska pretraga je minimalno invazivna, brza i jeftina dijagnosticka metoda kojom
odredujemo tipove stanica i1 stani¢nih populacija uzorkovanog tkiva (RADIN i WELLMAN,
2001). Zbog cestih financijskih ograni¢enja vlasnika, ali i zbog smanjenja rizika kod sputavanja
zivotinja ili anestezije koje su nerjetko potrebne za izvodenje zahtjevnijih i invazivnijih
dijagnostickih postupaka, citoloSka pretraga u veterinarskoj medicini vrlo je znacajna
dijagnosticka metoda, naroc¢ito u maloj praksi (SHARKEY i sur. 2014). Ona uvelike pomaze u
donosenju dijagnoza, odredivanju prirode procesa (neoplazija ili upala), sastavljanju plana terapije,

formiranju prognoze i u odabiru daljnjih dijagnostickih postupaka (COWELL i TAYLER, 2002).

Za razliku od humane medicine, u veterini se citoloska pretraga ¢esto koristi kao dio primarne
obrade pacijenta, narocito, u maloj praksi. U nekim slu¢ajevima, kao kod obriska iz vanjskog
sluSnog kanala ili aspirata iz koznih i potkoznih lezija, citolosku pretragu mogu u potpunosti
obaviti veterinari opée prakse. Obrada citoloskih preparata vrlo je brza i jednostavna te se moze
obaviti odmah pri pregledu Zivotinje. Na taj nain u kratkom roku dobivamo konzistentnije
informacije koje ¢e nam uvelike pomo¢i u postavljanje radne dijagnoze i odabiru Sto efikasnijeg
plana lijeCenja i prognoze te ¢e vlasnici istovremeno biti zadovoljniji (COWELL i TAYLER,
2002). No ipak, u vecini slucajeva preporuca se uzorke poslati u specijalizirane laboratorije ili u
slicne ustanove specijaliziranim patolozima kako bi dobili $to struénije misljenje i to¢niju
dijagnozu (SHARKEY i sur. 2014).

U veterinarskoj medicini postoji veliki broj raznih vrsta Zivotinja koji se anatomski i fizioloski
uveliko razlikuju. Da bi se citoloski preparati mogli $to to¢nije interpretirati, potrebna je velika
koli¢ina specifi¢nog znanja 1 adekvatna literatura. Kod egzoti¢nih Zivotinja, Zivotinja iz zooloSkih
vrtova te divljih Zivotinja u vecini slucajeva literatura je vrlo oskudna a ponekad i nepostojeca.
Zbhog toga, patolozi koji se bave s takvim vrstama Zzivotinja, moraju potraziti pomo¢ drugih
subspecijalista ili samostalno dovesti zakljucke na temelju poznatih ¢injenica o doti¢noj vrsti

zivotinje (SHARKEY i sur. 2014).

Osim iskustva patologa koji obraduje i procjenjuje uzorke, vrlo je vazno pravilno uzimanje i

priprema uzoraka. Klini€ari, naroc€ito u privatnim praksama, ¢esto osim pravilnog uzorkovanja,



moraju 1 izraditi razmaze te ih obojati. Citoloski uzorci se sastoje od stanica koje okom nisu
vidljive. Iz tog razloga u trenutku uzorkovanja vrlo je tesko procijeniti da li su uzorci

reprezentativni i adekvatni za dijagnosticki postupak (COWELL i sur., 2008).

Tijekom uzimanja uzoraka i njihove obrade ¢esto moze do¢i do pojave kontaminacija uzoraka
i odredenih greski u obradi S§to rezultira pojavom artefakata. Pojava kontaminacija i artefakata
moze se uvelike smanjiti, ali nikad u potpunosti prevenirati. Njithovom pojavom, fizioloske stanice
mogu strukturno izgledati druk¢ije $to moze dovesti do zablude da se radi o promjenjenim,
neoplasticnim stanicama ili mogu sakriti uzro¢nike infekcije te posljedicno dovode do krive

interpretacije uzorka i dijagnoze (MONACO i sur., 2017).

U proSlosti uzorci su se uzimali uglavnom iz povrSinskih lezija i tkiva. Danas, s napredovanjem
tehnologije i sve jeftinijim i dostupnijim ultrazvuénim aparatima, sve se ¢e$¢e uzorkuju unutarnji
organi medu kojim je i slezena (COWELL 1 sur., 2008.). Slezena je organ koji pripada
hematopoetskom sustavu. Zbog svoje grade i funkcije te uske povezanosti s Krvlju i ostalim
hematoloskim tkivima, citoloSka pretraga slezene je vrlo vazna dijagnosticka metoda za procjenu
bolesti hematopoetskog sustava. NajceS¢e bolesti slezene su: reaktivna hiperplazija, upala,
neoplazija, ekstramedularna hematopoeza i hemosideroza (CHRISTOPHER, 2003). Uzorci se
najéescée prikupljaju uz pomo¢ uske igle i ultrazvuka, metodom aspiracije odnosno FNA (fine

needle aspiration) ili metodom bez aspiracije (pincushion technique) (LE BLANC i sur., 2009).

Zbog oskudnosti podataka o kvaliteti citoloskih uzoraka i sve veée popularnosti citoloske
pretrage u veterini, cilj ovog rada bio je utvrditi kvalitetu citoloSkih uzoraka slezene pasa i
dobivenih dijagnoza obradenih na Zavodu za Veterinarsku Patologiju u razdoblju od 2009. do
2020. godine.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1.Anatomija i fiziologija slezene

Slezena pasa je plosnati, izduzeni organ tamnocrvene boje, oblika ¢izme (ZACHARY, 2017).
Nalazi se na lijevoj strani peritonealne Supljine, kaudalno od oSita u hipogastri¢noj regiji u visini
rebrenog luka (KONIG i LIEBICH, 2005). Ovjesena je za gastrolijenalni ligament i prekrivena je
peritoneumom (ZACHARY, 2017). Na slezeni razlikujemo dvije povrSine, facies diaphragmatica
koja je okrenuta prema oSitu, i facies visceralis, okrenuta prema Zelucu i crijevima. Duz cijele
visceralne povrsine pruza se hilus lienis oko kojega se mogu naéi jos$ jedna ili nekoliko dodatnih
slezena koje potjecu od rasprienih primordjalnih stanica tijekom embrionalnog razvoja (KONIG i

LIEBICH, 2005).

Slezenu obavija vezivnotkivna Gahura bogata glatkim migiénim stanicama. Cahura prodire u

unutrasnjost slezene tvorec¢i trabekule, odnosno prostore ispunjene crvenom i bijelom pulpom

(KONIG i LIEBICH, 2005).

Bijela pulpa je dio parenhima gradena od zasebno organiziranih podrucja limfoidnog tkiva.
Sastoji se od periarteriolarnih limfoidnih naslaga (engl. PALS) i folikula slezene koji leze na
periferiji PALS-a. PALS predstavlja podru¢je T limfocita, dok folikuli B limfocita. Funkcije bijele
pulpe su hvatanje i fagocitoza antigena koji se prenaSaju krvlju, te njihova prezentacija T

limfocitima §to rezultira aktivacijom T i B limfocita i stvaranjem antitjela (ZACHARY, 2017).

Crvena pulpa predstavlja rezervoar krvi. Psi imaju sinusoidnu slezenu koja se sastoji od guste
mreze medusobno povezanih sinusoida. ObloZzene su endotelnim stanicama i okruZene

makrofagima c¢ija citoplazma mozZe prodrijeti kroz procjepe na sinusoidama u lumen, S§to

omogucava fagocitozu (ZACHARY, 2017).

Slezenu krvlju opskrbljuje a. lienis, grana a. celiace, dok odvodi v. lienis u v. portae (KONIG
i LIEBICH, 2005). Lijenalna arterija prolazi kroz kapsulu slezene na hilusu, grana se i ulaze u
fibromuskulaturne trabekule (ZACHARY, 2017). Ponovno se granaju nakon ¢ega ulaze u bijelu
pulpu kao aa. centrales (KONIG i LIEBICH, 2005). Svaka arteriola je okruZena nakupinama
limfoidnih stanica pri ¢emu tvore periarteriolarne limfoidne omotace (engl. PALS). U pasa, one

izlaze iz bijele pulpe 1 uljevaju se u venske sinusoide obloZene diskontinuiranim epitelom



(ZACHARY, 2017). Krv se zatim uljeva u lienalne venule, trabekularne vene i zavrSavaju s v.
lienis koja se uljeva u v. portae. Limfa u slezenu utjeCe putem Inn. lienales, iz kojih limfa ide u
truncus celiacus i u cisternu chyli. Slezena je inervirana s vegetativnim parasimpati¢nim i

simpati¢nim vlaknima koji spadaju u plexus solearis (KONIG i LIEBICH, 2005).

Slezena je najve¢i sekundarni limfoidni organ u sisavaca. Sluzi kao skladiSte eritrocita koji se
otpustaju prema potrebi, filtrira krv i uklanja istroene eritrocite iz krvi, iz hemoglobina izvlaci
zeljezo 1 otpusta ga za ponovnu upotrebu te proizvodi limfocite 1 monocite (CHRISTOPHER,
2003). Slezena nije neophodna za Zivot jer ve¢inu njezinih funkcija mogu zamjeniti drugi organi.
lako psi u pravilu nakon splenektomije nastavljaju normalno zivjeti bez trajnih posljedica, postoje
odredena stanja kod kojih nedostatk slezene negativno djeluje na dijagnostiku i tijek bolesti. Kao
primjer mozemo uzeti povecanu diseminaciju uzro¢nika infekcije u organizmu kod upalnih stanja
uzrokovanih mikroorganizmima i procjena stani¢ne populacije slezene kod dijagnostike limfoma

(SANTOS i sur., 2016).

2.2.Citoloska pretraga

Indikacije za primjenu citoloSke pretrage su raznolike. Moze se koristiti za uzorkovanje
razli¢itih masa ili lezija na povrSini ili unutra$njosti tijela, organa, nakupljenih tekucina i sli¢no
(CHRISTOPHER, 2003). Metode koje se koriste za dobivanje citoloskih uzoraka su otisci, brisevi,
struganje te metode biopsije iglom s ili bez aspiracije sadrzaja. Indikacije za svaku od ovih metoda
su razliCite. Metode biopsije iglom koriste se kod uzorkovanja razli¢itih masa na povrsini ili
unutrasnjosti tijela, limfnih ¢vorova, unutrasnjih organa ili za uzorkovanje tekuc¢ina. Otisci se
koriste kod eksudativnih koznih bolesti i za uzorke dobivene biopsijom. Struganje koristimo kod
ravnih koZnih lezija koje se ne mogu uzorkovati biopsijom iglom, a uzorkovanje obriskom
uglavnom koristimo kod razli¢itih fistula ili za dobivanje vaginalnih uzoraka (COWELL i sur.,
2008). U ovom istrazivanju su izabrani uzorci koji su uzorkovani s metodama biopsije iglom s ili

bez aspiracije sadrzaja.



2.2.1. Biopsija iglom

Biopsija iglom je najces¢e koriStena metoda citoloskog uzorkovanja koja se izvodi sa
standardnom iglom i Spricom s ili bez aspiracije sadrzaja (LE BLANC i sur., 2009). Smatra se da
je ova metoda najbolja metoda za uzimanje citoloSkih uzoraka razli¢itih masa ili proliferativnih
lezija, a takoder je i minimalno invazivna §to ju ¢ini idealnom za uzorkovanje unutra$njih organa

(COWELL i sur., 2008).

Preporuca se koristenje igala debljine 22 — 25 gauge zajedno sa strcaljkom zapremnine 3 — 20
ml. Ako se koriste igle koje su debljeg promjera od 22 gauge dolazi do aspiracije pre debelih
dijelova tkiva. Takvi uzorci se otezano obraduju i nerjetko su pre obilni. Osim toga, uzrokuju veéu
traumatizaciju tkiva i krvnu kontaminaciju. Veli¢ina Strcaljke se odabire na osnovi konzistencije
tkiva koji se aspirira. Kod meksih tkiva moze se koristiti $trcaljka od 3 ml, dok kod ¢&vrstih i
kompaktnijih tkiva potrebno je koristiti Sprice veée zapremnine kako bi se uspio odrzati

zadovoljavajuéi negativni tlak za aspiraciju dovolje koli¢ine stanica (COWELL i TAYLER, 2002).

Mjesto na kojemu ¢e se uzimati uzorak priprema se ovisno o tome koje pretrage ¢e se provoditi
i $to se uzorkuje. U slucaju da se uzorak $alje na mikrobiolosku procjenu ili ako se uzorkuju organi
koji se nalaze u tjelesnim Supljinama, mjesto aspiracije se mora kirurski pripremiti. U suprotnom
je dovoljna priprema kao kod venepunkcije. Kad se radi aspiracija vodena ultrazvukom preporuca

se zamjena ultrazvucnog gela s alkoholom zbog kontaminacije uzoraka (COWELL i sur., 2008).

Prije uzorkovanja preporuca se priprema Sest ili viSe stakalca na ravnoj, ¢vrstoj povrSini.
PovrSina stakalca trebala bi se rutinski ocistiti s papirnatim ru¢nikom ili sliénim materijalom od

eventualnih necisto¢a (RASKIN i MEYER, 2016).

Postoje dvije metode biopsije iglom, to su metoda s aspiracijom sadrzaja (engl. Fine needle
aspiration, FNA) i metoda bez aspiracije sadrzaja (engl. pincushion technique) (LE BLANC i sur.,
2009). Obje metode zapocinju s stabilizacijom mase ili tkiva koji se Zeli uzorkovati, nakon ¢ega
se pazljivo uvodi igla u samom sredistu. Kod metode s aspiracijom sadrzaja pomocu Sprice
stvaramo jak negativan tlak. Ako smo u moguénosti, odrzavaju¢i negativan tlak izvla¢imo i
uvlacimo iglu u razli¢itim smjerovima, ali bez izlaska iz uzorkovanog tkiva. Ako negativan tlak
odrzavamo tijekom izlaska iz ciljanog tkiva ili mase aspiriramo i ostala okolna tkiva te postoji

mogucnost da se aspirirani sadrzaj povuce duboko u $prici i postane neiskoristiv. Zbog toga je vrlo



vazno prije izlaska pustiti negativan tlak. Nakon izvlacenja igle uzorak pomocu Sprice postavljamo

na stakalce u §to kracem roku (COWELL 1 sur., 2008).

Metoda bez aspiracije sadrzaja izvodi se na isti na¢in samo bez stvaranja negativnog tlaka.
Nakon ulaska igle u tkivo, igla se vise puta izvlaci 1 uvlaci u tkivo kako bi se unutar igle skupilo
Sto vise stanica. Takoder kao i kod prethodne metode moramo pripaziti da ne izlazimo iz ciljanog
tkiva ili mase kako nebi skupili stanice okolnih tkiva. Nakon izvlacenja igle, Spricom koju smo

prethodno napunili zrakom ispuStamo uzorak na stakalce (COWELL i sur., 2008).

Ako smo iz odredene mase dobili samo tekucinu, nakon njezine drenaze tekucinu stavljamo u
epruvetu s EDTA te nakon toga s novom, ¢istom iglom ponovno punktiramo ¢vrsti dio mase koji
¢emo nanjeti na stakalce. U tom slucaju oba se uzorka Salju na citolosku pretragu i pregledavaju

(RASKIN i MEYER, 2016).

2.2.2. lzrada razmaza

Postoji nekoliko razli¢itih metoda za izradu citoloSkih razmaza. Odabir nacina izrade ovisit
¢e o konzistenciji tkiva 1 znanju osobe koja ga izraduje. NajceSc¢e primjenjene metode su stakalce

preko stakalca (engl. ,,squash preps “) i metoda krvnog razmaza (RASKIN i MEYER, 2016).

Metoda stakalca preko stakalca je vrlo jednostavna i ¢esto se primjenjuje. Nakon aplikacije
uzorka na stakalcu, uzima se drugo cisto stakalce koje se lagano prisloni preko uzorka i pazljivo

se povlaci prema suprotnom kraju stakalca. Na taj se nacin uzorak razvuce po cijelom stakalcu u

tankom sloju (COWELL i sur., 2008).

Metoda krvnog razmaza se koristi za uzorke koje imaju vecu koli¢inu tekucine ili krvi. Na
jedan kraj stakalca postavlja se uzorak. Zatim drugo ¢isto stakalce prislonimo pod kutem od 45
stupnjeva na stakalce s uzorkom te ga povla¢imo do jedne tre¢ine u uzorak. Nakon toga stakalce
pazljivo 1 brzo proklizimo po stakalcu s uzorkom. Uzorak bi tada trebao zavrsavati s tzv. pernim
krajevima (engl. feathered edge), odnosno to je klasi¢ni tip razmaza. Tijekom izrade ovih razmaza
moze se povlaciti uzorak do odredene duljine nakon c¢ega naglo podizemo stakalce. Time
dobivamo razmaz koji zavrSava ravnom linijom (linearni razmaz, engl. linear ili line smear)
(COWELL i sur., 2008) (Slika 1.).



Slika 1. A i C prikazuju klasi¢an tip razmaza s karakteristinim pernim krajevima vidljiv golim

okom (A) i mikroskopski s ukupnim povec¢anjem 50x (B). B i D prikazuju linearni razmaz vidljiv

golim okom (B) i mikroskopski s ukupnim poveéanjem 50x (D).

2.2.3. Bojanje preparata

U slucaju da se pripremljeni uzorci $alju u razli¢ite laboratorije na evaluaciju, ne preporuca
se njihovo bojanje. Takve uzorke dovoljno je fiksirati na zraku. Bojanje ¢e se izvrsiti u laboratoriju
prema preferencijama patologa. U slucaju da je izradeno vise stakalaca, jedno se moze obojati kao
dokaz da je uzet prihvatljiv uzorak (COWELL i sur., 2008).

Postoje razli¢ite boje koje se koriste za izradu preparata. Dvije najeSce skupine boja su
Romanowsky (Wright, Giemsa, Diff-Quick) te Papanicolaou i njegovi derivati (COWELL i
TAYLER, 2002).



2.2.4. Slanje uzoraka na pretragu

Zadnji korak u obradi uzoraka koji klinicari moraju pazljivo odraditi je slanje uzoraka na
laboratorijsku pretragu. Vrlo je vazno da se uzorci pakiraju na Sto adekvatniji i sigurniji nacin.
Pakiranja u obliku tankih kartona vrlo su lo§ izbor jer ne pruzaju dovoljnu zastitu. U tim
slu¢ajevima u laboratoriji dolaze razbijena stakalca koja nemaju dijagnosticke vrijednosti.
Preporuca se koriStenje komercijalne plasticne ili stiroporne ambalaze. Kao alternativna opcija
uzorci se mogu viSestruko omotati u papirnate ruc¢nike i zatim ispakirati u male, ¢vrste kartonske

kutije (COWELL i sur., 2008).

Svaki razmaz potrebno je oznaciti kako se uzorci ne bi pomjesali. Uz uzorke potrebno je i
poslati i popratni dopis s osnovnim podacima o Zivotinji, vlasniku i mjestu uzorkovanja (RASKIN

i MEYER, 2016).

2.3.Citologija slezene

Citoloski uzorci slezene sastoje se od krvi, limfoidnog tkiva (bijele pulpe) i strome (crvene
pulpe). U vecini uzoraka prisutna je krv i limfoidno tkivo, dok stroma se pojavljuje rijede 1 znak

je uzorkovanja slezene (CHRISTOPHER, 2003).

Vecina uzoraka ima velike koli¢ine krvi, §to mozemo vidjeti po velikom broju eritrocita i
nakupinama trombocitnih agregata (RASKIN i MEYER, 2016). Takoder se javljaju i leukociti iz
krvi, rijetko eritrociti s jezgrom i megakariociti. Leukocite iz krvi vrlo teSko mozemo razlikovati

od slezenskih leukocita, §to nam je vazno kod sistemske leukocitoze (CHRISTOPHER, 2003).

Bijela pulpa se pojavljuje u obliku nakupina limfoidnog tkiva rasprostranjenih po razmazu.
Stani¢na populacija je jako slicna kao u limfnih ¢vorova §to gotovo onemogucuje njihovo
razlikovanje samo na temelju razmaza. Najbrojniji su mali limfociti, zatim u manjem broju se
javljaju srednji i tek nekoliko velikih limfocita (RASKIN i MEYER, 2016).

Crvena pulpa se sastoji od mjeSavine endotelnih stanica, fibrocita i makrofaga
(CHRISTOPHER, 2003). Makrofagi mogu sadrzavati intracitoplazmatski hemosiderin (COWELL

isur., 2008). Na razmazu se stroma Cesto vidi u obliku aglomerata razlicitih velic¢ina koji se sastoje



od mezenhimalnih stanica i makrofaga. Ponekad se mogu uociti i pokoji mastocit, nakupine
hemosiderina i kapilara (CHRISTOPHER, 2003).

2.4.Artefakti i kontaminanti

2.4.1. Artefakti

Artefakti su nepravilne stani¢ne strukture koje nastaju tijekom uzorkovanja, obrade ili
slanja odnosno pohranjivanja preparata. Nisu prisutne u fizioloskom tkivu nego nastaju tijekom
uzimanja uzoraka ili njihove obrade (SAHAY i sur., 2013). Mogu dovesti do promjena izgleda
stanica 1 sakrivanja pojedinih stani¢nih detalja ili uzro¢nika bolesti te na taj nacin interferiraju s
citoloSkom prosudbom uzoraka (MONACO i sur., 2017). U artefakte koji nastaju prilikom
prikupljanja materijala ubrajamo preobilne i preoskudne preparate, i razrjedenje stanica koje moze
nastati prilikom kontaminacije krvlju ili prisustva edemske teku¢ine. Osim njih, postoje i artefakti
nastali tijekom obrade kao $to su kromatinske niti, precipitati boja 1 kontakt s formalinskim parama

(SAHAY i sur., 2013).

Preobilni uzorci (Slika 2. A i C) su uzorci u kojima su stanice u vise slojeva §to
onemogucuje pravilnu fiksaciju 1 bojanje, a time i razlikovanje stani¢nih detalja, prepoznavanje
stanica 1 dovodenje citoloSke dijagnoze (MONACO i sur., 2017). Nastaju zbog pre velike koli¢ine
materijala koje se nanese na jednom stakalcu, velikih dijelova tkiva koji se ne mogu pravilno
razvuci, kasnog razvlacenja i posljedicnog suSenja uzorka ili ako je materjal iStrcan iz pre velike

udaljenosti u obliku malih kapljica koje se brzo suse (engl. shotgun blast) (COWELL i sur., 2008).

Preoskudni uzorci (Slika 2. B i D) pak nemaju dovoljno stanica za postavljanje misljenja
ili dijagnoze. Naj€eSce se takvi uzorci sastoje od tek nekoliko stanica ili th uopée nemaju, a
ponekad mogu imati samo eritrocite ili dijelice nekog drugog materijala. Takvi uzorci najcesce
nastaju ako se promasi ciljano tkivo i uzorkuje neko tkivo koje nema puno stanica (COWELL 1

sur., 2008).
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Slika 2. A i C prikazuju preobilni razmaz vidljiv golim okom (A) i mikroskopski s ukupnim
povecanjem 50x (B). B i D prikazuju preoskudni razmaz vidljiv golim okom (B) i mikroskopski s

ukupnim povecanjem 50x (D).

Razrijedenje stanica nastaje prilikom uzimanja uzoraka bogatih odredenim tekué¢im
sadrzajem (LE BLANC i sur., 2009). NajceS¢e nastaje prilikom kontaminacije krvlju prilikom
uzorkovanja tkiva ili masa koje su jako vaskularizirane ili sadrze kavernozne prostore ispunjene
krvlju (MONACO i sur., 2017).

Kromatinske niti nastaju kao rezultat puknuca stanica i njihovih jezgara. Nastaju zbog
prekomjernog pritiska uzorka prilikom razvlacenja po stakalcu (Slika 3.A). Odredene stanice kao
Sto su limfoblasti lakSe pucaju od drugih, ve¢ kod blagog povecanja pritiska. U citoloSkom uzorku

nitastog su izgleda te prate smjer razvlacenja uzorka pri cemu dobivaju izgled repova kometa (engl.
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comet tails) (COWELL i sur., 2008). Zbog svog nitastog izgleda ponekad podsjecaju na hife
gljivica ili na druge slicne patogene te je potreban dodatni oprez prilikom njihove interpretacije

(SAHAY i sur., 2013).

vvvvv

manje granularne strukture rasprsene po stakalcu (MONACO i sur., 2017) (Slika 3.B). Najcesce
se skupljaju na rubovima, ali mogu biti rasprSene po cijeloj povrSini preparata. Mogu nastati zbog
nepravilne filtracije boja, koristenja prljavih stakalca ili nepravilnog ispiranja stakalca nakon

bojanja (COWELL i TAYLER, 2002).

X
e Vi

- »

Slika 3. A) Precipitati boja, ukupno povecanje 200x. B) Kromatinske niti ukupno povecanje 200x.

2.4.2. Kontaminanti

Kontaminanti su strukture koje se fizioloski ne nalaze u uzorkovanom tkivu. Mogu nastati
jatrogenim putem tijekom uzimanja uzoraka ili pripreme stakalca, odnosno obrade uzorka. Neki
se susreu vrlo Cesto i lako se prepoznaju, dok su drugi rijetki i mogu dovesti do zabune u
citoloSkoj interpretaciji uzorka. NajceS¢i kontaminanti su keratinske ljuske, zrnca pudera i

ultrazvuéni gel (MUZARATH i sur., 2020).
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Keratinske ljuske su odljustene povrSinske epitelne stanice koje se u razmazu pronalaze
zbog prekomjerne manipulacije golim rukama. Poprimaju tamno plavu do ljubi€astu boju te ih

pronalazimo uglavnom na rubnim dijelovima razmaza (RASKIN i MEYER, 2016; Slika 4.).

Slika 4. Uzorak s veé¢im brojem keratinskih ljuski, povecanje 100x.

Zrnca pudera Cest su nalaz u citoloSkim preparatima (MUZARATH i sur., 2020). Mogu
biti pojedinacna zrnca ili u skupinama, neobojana ili poprimaju plave nijanse. Imaju karakteristi¢ni

krizi¢ u srediStu kristalne stanice (RASKIN i MEYER, 2016).

Ultrazvucni gel dolazi u obliku ljubicasto — crvenih precipitata koji mogu poprimiti izgled
slican nakupinama trombocita (MONACO i sur., 2017). Do kontaminacije razmaza moze doci

tijekom ultrazvuéno potpomognute punkcije slezene ili ako se koriste boje koje su kontaminirane
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ultrazvuénim gelom zbog uranjanja one¢idcenih stakalca (RASKIN i MEYER, 2016). Cak i vrlo

male koli¢ine gela koje se skupe tijekom prijelaza igle kroz kozu mogu uzrokovati znacajne

smetnje u citoloskoj procjeni preparata. Da bi se sprijecila njegova pojava u uzorcima preporuca

se zamjeniti ultrazvucéni gel s alkoholom tijekom uzimanja uzoraka (COWELL i sur., 2008).

-----

Skupina Podskupina

Avrtefakti uzorkovanja

Artefakti

Artefakti obrade

Kontaminanti -

Artefakt / kontaminant

Preobilni uzorci

Preoskudni uzorci

Razrjedenje stanica

Kromatinske niti

Precipitati boja

Kontakt s formalinskim
parama

Keratinske ljuske

Zrnca pudera

Ultrazvuéni gel

2.5.Najcesée citoloSke dijagnoze slezene

2.5.1. Hiperplazija

Morfoloski izgled

Stanice u vise slojeva, ne mogu se
razlikovati. Razmaz ima pukotine.

Mali broj stanica, ponekad acelularan.
Stakalce je uglavnom prazno.

Veliki broj eritrocita ili edemske tekuéine
crvenkaste boje, s vrlo malo nuklearnih
stanica.

Razvucene, nitaste ljubicasto — crvene
strukture.

Tamno ljubicaste sitne granule koje su
rasprsene ili u nakupinama.

Promjena boje uzorka u svijetlo zeleno -
plavu.

Tamno ljubicasto — crvene ljuske bez
jezgre.

Kristalne, bezbojne do blago plave
strukture s kriziéem u srediStu.

Tamnoljubicasti granularni materijal u
nakupinama.

Makroskopski hiperplazija se pojavljuje kao difuzna ili nodularna splenomegalija

(RASKIN i MEYER, 2016). Uzroci mogu biti razlicite septicne i nesepti¢ne upalne bolesti. Blaga

do umjerena splenomegalija javlja se kod imuno posredovanih i zaraznih bolesti uzrokovanih

bakterijama, rikecijama, protozoama ili gljivicama (COWELL i sur., 2008).
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Citoloski nalaz ovisi primarno o uzroku i mehanizmu bolesti. Op¢éenito dolazi do povecanja
broja makrofaga, plazma stanica, limfoblasta (COWELL i sur., 2008), srednjih i velikih limfocita
(RASKIN i MEYER, 2016) te blago raste i broj neutrofila. Broj malih limfocita opada, ali usprkos
tomu i dalje su vodeca stani¢na populacija. Broj makrofaga i plazma stanica narocito raste u
kroni¢nim stanjima (COWELL 1 sur., 2008). Ponekad se moze uociti i hemosideroza (RASKIN i
MEYER, 2016).

2.5.2. Splenitis

Osim kod hiperplazije, povecanje broja upalnih stanica uocava se i kod drugih zaraznih 1
nezaraznih bolesti. Uvijek je potreban oprez u sluéaju povecanja broja upalnih stanica koje se
mogu pojaviti i u krvi, kao kod nekih neinfekcioznih bolesti gdje raste broj neutrofila i eozinofila.
Takav nalaz ne mozemo razlikovati od generalizirane neutrofilije i eozinofilije samo na osnovi

citoloske pretrage (RASKIN i MEYER, 2016).

2.5.3 Ekstramedularna hematopoeza

Ekstramedularna hematopoeza je stanje u kojemu dolazi do stvaranja progenitornih stanica
iz mati¢nih stanica izvan koStane srZi kako bi se nadopunio nedostatak krvnih stanica u sistemskoj
cirkulaciji (KONIG i LIEBICH, 2005). Vrlo &esto se uo¢ava u pasa s poremecajima kostane srzi,
kronicnom hemoliticnom anemijom (COWELL 1 sur., 2008), kronicnih respiratornih ili
kardiovaskularnih bolesti (KONIG i LIEBICH, 2005). Naj¢es¢e dolazi do poveéanja broja stanica

eritrocitne loze s manjim brojem megakariocita i granulocitnih prekursora (COWELL i sur., 2008).

2.5.4. Neoplazije

Neoplazije se dijele u tri skupine prema morfoloSkim osobinama stanica (COWELL 1
TAYLER, 2002). Ova podjela koristi se u citologiji kako bi se §to jednostavnije smanjila lista
diferencijalnih dijagnoza. Podjela neoplazija, izgled stanica i najces¢i predstavnici u slezeni

prikazani su u Tablici 2..
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Tablica 2. Citoloska podjela neoplazija s op¢im karakteristikama razmaza i najc¢e$¢im primjerima

u slezeni.

Kategorija Opcée karakteristike razmaza Primjeri u slezeni

Epitelne Usko skupljene velike stanice u loptastim ili Metastaze
listastim skupinama. Stani¢nost uglavnom visoka.

Mezenhimalne Pojedina¢ne vretenaste do ovalne, male do srednje Hemangiosarkom, fibrosarkomi,
stanice. Stani¢nost uglavnom niska. leiomiosarkomi

Okruglih stanica Pojedina¢ne male do srednje okrugle stanice. Limfom, mastocitom,
Stani¢nost uglavnom visoka. plazmacitom, histiocitni sarkom

Primarne neoplasticne promjene razvijaju se od stanica koje se fizioloski nalaze u slezeni
kao $to su limfociti, makrofagi i stromalne stanice (KONIG i LIEBICH, 2005). Naj¢e$¢a primarna
neoplazija je hemangiosarkom (TECILLA i sur., 2019).

Kod limfoproliferativnih neoplazija broj nuklearnih stanica je vrlo velik. Takvi razmazi
sadrzavaju homogenu populaciju neoplasticnih stanica s tek nekoliko fizioloskih limfoidnih
stanica i makrofaga. Izgled neoplasti¢nih stanica ovisit ¢e o tipu zahvaéenih stanica kao §to su

limfociti, granulociti, histiociti ili prekursori eritrocita (COWELL i sur., 2008).

Primarne 1 metastaske neoplazije vrlo se teSko mogu razlikovati samo na temelju citoloske
pretrage, naro¢ito ako su zahvaceni i drugi organi (FINORA i sur., 2006). Najc¢es¢a metastatska

promjena na slezeni je limfom (KONIG i LIEBICH, 2005).
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Slika 5. Klasifikacija najcescih citoloskih nalaza na slezeni na temelju stani¢ne populacije.

3. MATERIJALI | METODE

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada, detaljno su pregledani arhivski podaci i preparati
Zavoda za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Pomocu
racunalnog programa “Issa, Vamstec” pretrazena je baza podataka u razdoblju od 1.1.2010. do
1.1.2020. godine s klju¢nom rijeci “slezena” ili sa njenim izvedenicama. Time je dobiven znacajan
broj citoloskih uzoraka slezene. Vecina uzoraka upucena su s klinika Veterinarskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu, a tek manji broj iz privatnih praksi.

Prikupljeni arhivski podaci o pacijentu obuhvacali su: ime vlasnika, vrstu, pasminu, spol,

dob i ime Zivotinje, datum i broj pretrage, uzorkovani organi te postavljenu dijagnozu ili komentar.

Prikupljeni uzorci ponovno su mikroskopski pregledani kako bi utvrdili kvalitetu uzoraka

i eventualne kontaminacije i artefakte. Parametri koji su se mikroskopski procjenjivali bili su tip
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razmaza, broj i ocuvanost eritrocita i nuklearnih stanica, distribucija nuklearnih stanica po uzorku,

prisutnost kontaminacija (keratinske ljuske, ultrazvuéni gel i zrnca pudera) i artefakata

(kromatinske niti, precipitate boja, preobilni ili preoskudni uzorci) te prisutnost aglomerata stanica.

Brojnost i o¢uvanost eritrocita i nuklearnih stanica procjenjivani su semikvantitativnim

sustavom ocjenjivanja koji je preuzet od LE BLANC i sur. 2009 (Tablica 3.). Ocjene su se kretale

od 0 do 3, gdje je 0 najlosija ocjena za vrlo oskudne uzorke ili s loSom o€uvanosti stanica, a 3

najvisSa ocjena za vrlo celularne uzorke ili izvrsne oCuvanosti. Ocjenjivano je svako stakalce

zasebno, zatim za svaki uzorak izracunata je srednja vrijednost i mod.

Tablica 3. Prikaz semikvantitativnog sustava ocjenjivanja brojnosti i ouvanosti eritrocita i

nuklearnih stanica (preuzeto i prilagodeno od LE BLANC i sur., 2009.).

Tip Parametar
stanica
Brojnost
Eritrociti
Ocuvanost
Brojnost
Nuklearne
stanice
Oc¢uvanost

Ocjena Interpretacija
3 Vrlo velika
2 Velika
1 Mala
0 Vrlo mala
3 lzvrsna
2 Vrlo dobra
1 Dobra
0 Losa
3 Vrlo velika
2 Velika
1 Mala
0 Vrlo mala
3 lzvrsna
2 Vrlo dobra
1 Dobra
0 Losa

Opis

Gusto rasporedeni u vise slojeva
Gusto rasporedeni, uglavnom jednom sloju
Jedan sloj s prekidima

Nekoliko eritrocita po HPF

Procjenjeno > 90% eritrocita je karakteristi¢nog
izgleda

Procjenjeno > 50% eritrocita je karakteristicnog
izgleda

Procjenjeno > 50% eritrocita je karakteristicnog
izgleda

Procjenjeno > 90% eritrocita je karakteristicnog
izgleda

Procjenjeno > 200 nuklearnih stanica / HPF
Procjenjeno 20 — 200 nuklearnih stanica / HPF

Procjenjeno 0 — 20 nuklearnih stanica / HPF
0 nuklearnih stanica / HPF
Procjenjeno > 90% nuklearnih stanica je cjelovito
Procjenjeno > 50% nuklearnih stanica je cjelovito
Procjenjeno > 50% nuklearnih stanica je o$te¢eno

Procjenjeno > 90% nuklearnih stanica je oSte¢eno
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Tip uzoraka oznacavan je kao linearan ili standardni, odnosno da li uzorak zavrSava s
ravnom linijom ili pernim krajem (engl. feathered edge). Distribucija nuklearnih stanica se odnosi
na njihovoj rasprostranjenost po razmazu, $to je uglavnom po rubovima ili jednoliko po cijelom

razmazu. Kod ostalih parametara odredivala se samo njihova prisutnost ili oskudnost.

3.1.Statisti¢ka obrada podataka

Deskriptivna statistika izradena je uobicajnim statistickim metodama u program Microsoft

Office Excel 2016.

4. REZULTATI

4.1.Struktura istraZivane populacije pasa i uzorci

Od 124 citoloskih uzoraka dobivenih pretrazivanjem baze podataka u razdoblju od 2010.
do 2020. godine, 112 citoloSkih uzoraka od ukupno 111 pasa udovoljavalo je pocetnim
parametrima pretrage. Jedan pas uzorkovan je dva puta u razli¢itim prilikama. Preostalih 12
uzoraka iskljuceno je iz ovog istraZivanja jer su pripadali drugoj vrsti Zivotinje, nije uzorkovana

slezena, uzorak je u obliku otiska ili nije provedena citoloska pretraga.

Zbog retrospektivne prirode ovog istraZivanja nisu pronadena stakalca svih uzoraka te je
ukupno mikroskopski pregledano 94 uzoraka, odnosno 537 stakalaca. Od ostalih 18 uzoraka uzeti

su samo dostupni podaci iz kompjuterske baze podataka.

Od 111 pasa, njih 108 bilo je poznatog spola: 55 muskih (49%) i 53 Zenskih (48%) pasa
(Slika 7.). Prosje¢na dob Zivotinja u trenutku uzorkovanja bila je 9,44 godine, najmlada Zivotinja
imala je jednu godinu, a najstarija 15 godina, dok za 2 uzorka nije bila poznata dob zivotinje. U
istrazivanje su bile ukljucene ukupno 42 pasmine pasa i krizanci koji su bili najzastupljeniji s
ucestaloscu od 22% (25/112). Od ostalih pasmina bili su prisutni labrador retriver s 9% (10/112),
njemacki ov€ar 1 americki stafordski terijer s 6% (7/112), zapadnoSkotski terijer 1 malteski psic s

4% (4/112), engleski buldog i zlatni retriever s 3% (3/112), doberman, erdel terijer, belgijski ov¢ar,
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foksterijer, argentinski pas, srednji gubic€ar, njemacki bokser s 2% (2/112), pud], irski crventi seter,
njemacki lovni terijer, njemacki pticar, engleski springer Spanijel, hrvatski ovcar, Skotski ov¢ar,
engleski seter, engleski koker Spanijel, istarski gonié, velski terijer, patuljasti pin¢, francuski
buldog, cane corso, njemacki dugodlaki pticar, posavski goni¢, alpski brak jazavéar, madarska
vizla, njemacki kratkodlaki pticar, kratkodlaki jazavcar, stafordski bulterijer, njemacka doga,
tornjak, pops, pin¢, patuljasti gubicar i pekinski psi¢ s 1% (1/112). Za 6 uzorka (6/112, 5%) nije
bilo podataka o pasmini (Slika 6.).
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Slika 6. Prikaz zastupljenosti pojedinih pasmina u istrazivanju.

Svi uzorci koji su usli u ovo istrazivanje uzeti su metodom s aspiracijom sadrzaja (FNA-
engl. fine needle aspiration) ili metodom bez aspiracije (engl. pincushion technique). Slezena je u
68 slucaja uzorkovana zajedno s drugim organima od ¢ega je to najceSce bila jetra i razni limfni

¢vorovi, zatim rijede s kozom, prostatom, raznim masama, plu¢ima, zeludcem, bubrezima,
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testisima, kolonom i gusteraCom, a u 45 slucaja uzorkovana je samostalno. Prosje¢no na pretragu

je poslano 5,59 stakalca, odnosno minimalno jedno i maksimalno 14 stakalca po uzorku.

Tek 10 stakalaca (10/537, 2%) bilo je linearnog tipa razmaza, odnosno zavrSavali su
ravnom linijom dok su sva ostala bila standardnog oblika s klasi¢nim pernim krajevima (523/537,
97%) (Slika 8.). Osim toga, 4 stakalca (4/537, 1%) su bili u obliku rasprsenih, gustih kapljica (engl.
“shotgun blast”) (Slika 9.).

48%

m Mugki = Zenke = Nepoznato

Slika 7. Prikaz zastupljenosti spolova u istrazivanoj skupini.

2%

® Linearni tip razmaza m Klasican tip razmaza

Slika 8. Prikaz omjera linearnih i klasi¢nih tipova razmaza.
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Slika 9. Nerazvucene kapljice uzorka tzv. “Shotgun blast” ukupno povecanje 50x.

4.2 Eritrociti i nuklearne stanice

Nakon ponovne mikroskopske evaluacije stanica odreden je mod i srednja vrijednost
ocjena brojnosti 1 ocuvanosti eritrocita i nuklearnih stanica. Rezultati su tablicno prikazani u
Tablici 4.. U veéini slu¢ajeva brojnost eritrocita ocjenjena je najviSom ocjenom §to je rezultiralo s
visokom srednjom vrijedno$¢u te su cesto bili 1 vrlo dobre ocuvanosti. Nuklearnih stanica je
uglavnom bilo vrlo malo, tek nekolicina uzoraka su bila visoko celularna. Njihova o¢uvanost je
takoder bila vrlo dobra te su se mogle razlikovati osnovne stani¢ne znacajke. Pojedina stakalca su

bila vrlo oskudna ili potpuno acelularna zbog ¢ega su pojedini uzorci ocjenjeni vrlo loSima.
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Eritrociti Nuklearne stanice

Parametar Brojnost Ocuvanost Brojnost Ocuvanost
Mod 3 2 1 2
Srednja vrijednost + 2,09 + 0,63 1,69 + 0,69 1,31+£0,77 1,67 £0 ,61
SD
Minimum - maksimum 08-3 0,67 -3 0,33-3 0,33-3

Tablica 4. Ocjene brojnosti i oGuvanosti eritrocita i nuklearnih stanica izrazenih u obliku mod-a i
srednje vrijednosti = standardna devijacija te minimalne i maksimalne vrijednosti srednje

vrijednosti pojedinih uzoraka.

Pracena je i distribucija nuklearnih stanica u preparatu. U 58 uzoraka (62%) nuklearne
stanice su bile ravnomjerno rasprSene po cijeloj povrSini preparata, bez povecane akumulacije na
rubovima, 20 uzoraka (21%) je imalo obilnu akumulaciju na svim rubovima, a u jednom uzorku
(1%) su se sve nuklearne stanice smjestile na vrhovima pernih krajeva. U ostalih 15 uzoraka (16%)
stanice su se nasle rasprSene po srediStu s vrlo slabom celularno$¢u na rubovima. Odredena je i
distribucija u razmazima linearnog tipa te je dobiveno da 8 od 10 (80%) razmaza imaju poveéanu
akumulaciju na zavr$noj liniji, dok u ostala 2 (20%) nuklearne stanice su ravnomjerno rasprsene.
Aglomerati razli€itih tipova stanica pronadeni su u 78 uzoraka (83%), dok bez njih je bilo samo

16 uzoraka (17%).

4.3.Artefakti i kontaminanti

Artefakti su pronadeni u ukupno 64 uzoraka (64/94, 68%). Najcesce uoceni artefakti su oni
nastali tijekom obrade uzoraka. U tu skupinu spadaju precipitati boja koji su uo€eni u 36 uzoraka
(36/64, 56%) 1 kromatinske niti koje su pronadene u 33 uzoraka (33/64, 52%). Slijedec¢i po
ucestalosti su bili preobilni ili preoskudni preparati, odnosno artefakti koji su nastali tijekom
prikupljanja uzoraka, kojih je bilo 24 (24/64, 36%). Od ukupno 537 stakalaca preobilnih stakalca
bilo je 34 (34/537, 6%), dok preoskudnih 6 (6/537, 1%) (Slika 10.).
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su uocene u 58 uzoraka (58/72, 81%), zatim zrnca pudera u 24 uzoraka (24/72, 33%) i ultrazvucni

gel u 17 uzoraka (17/72, 24%) (Slika 11.).
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Bez artefakta Precipitati boja Kromatinske niti Preobilni /
preoskudni preparati

Slika 10. Broj¢ani prikaz uzoraka s pojedinim artefaktima.
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Slika 11. Broj¢ani prikaz uzoraka s pojedinim kontaminantima.
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4.4 Citoloske dijagnoze

Iz ra¢unalne baze podataka uzete su dijagnoze citoloskih uzoraka. Od 112 uzoraka, 27 ih

je dijagnosticirano s neoplasti¢nim promjenama (24%), od ¢ega 20 ih je pripadalo u skupini

neoplasti¢nih promjena okruglih stanica (20/27, 74%), 5 mezenhimalnih (5/27, 19%) te 3 epitelnih

stanica (3/27, 11%). Zatim 40 uzoraka (35%) dijagnosticirano je neneoplasti¢nim promjenama 1

25 uzorka (22%) bili su fizioloskog nalaza. Ostalih 20 uzoraka (19%) nisu imali zabiljeZene

podatke o citoloskoj dijagnozi ili je uz opis preparata dano samo misljenje (Slika 12.).

Bez dijagnoze

Fizioloski nalaz
Hemosideroza
Hematom

Splenitis ili apsces
Babezioza
Ekstramedularna hematopoeza
Neodredena neoplazija
Histiocitni sarkom
Mastocitom

Limfom
Hemangiosarkom

Metastaze

Bez dijagnoze

B Benigne promjene

20

0 5 10 15 20 25

B Fizioloski nalaz

B Neoplazije okruglih stanica

Mezenhimalne neoplazije M Epitelne neoplazije

Slika 12. Prikaz citoloskih dijagnoza istrazivanih uzoraka.
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5. RASPRAVA

Citoloska pretraga je vrlo efikasna i pouzdana dijagnosticka metoda koja u suvremenoj
veterini zaprima sve veci znacaj (COWELL i sur., 2008). Uzimanje uzoraka je vrlo jednostavno,
bezbolno, jeftino i1 niskog rizika, a kad je to¢no izvedeno dobivaju se uzorci koji su kvalitetniji
nego kod klasi¢ne biopsije tkiva (COWELL i TAYLER, 2002). No ipak, vrlo ¢esto na citolosku
pretragu dolaze uzorci dubiozne kvalitete zbog pojave razli¢itih artefakata nastalih tijekom procesa
uzorkovanja, obrade ili slanja na pretragu, a nerijetko su i oneci$éeni razli¢itim kontaminantima
(SAHAY 1 sur., 2013). Zbog nedostatka podataka o kvaliteti uzoraka koji se Salju na citoloSku
pretragu, u ovom istrazivanju ocjenjivali smo ocuvanost i brojnost eritrocita i nuklearnih stanica,
odredivali njihovu distribuciju, pojavnost artefakata i kontaminanata te smo obradili podatke o

dobivenim dijagnozama uzoraka slezene pasa.

Nakon ponovnog mikroskopskog pregleda uzoraka utvrdeno je da velika vecina uzoraka
sadrzava veliki broj eritocita, odnosno da je veéina uzoraka bila kontaminirana s krvi, sto se vidi i
iz prosje¢ne vrijednosti ocjene brojnosti eritrocita na preparatima. U nekolicini uzoraka krvna
kontaminacija je bila mala, a u nekima i nepostojeca Sto je rezultiralo sa srednjom vrijednoséu od
2,09. Takvi rezultati bili su ocekivani s obzirom na to da je slezena fizioloski vrlo vaskularizirana
1 sluzi kao rezervoar krvi. Jo§ jedan moguc¢i uzrok povecane koli¢ine eritrocita mogao bi biti nacin
uzorkovanja. Naime provedeno je nekoliko istraZivanja koji usporeduju razne metode uzorkovanja
i kvalitetu takvih uzoraka. Kao primjer mozemo uzeti istrazivanje LE BLANC i sur., 2009., koji
su dokazali da se metodom bez aspiracije dobivaju uzorci s manje krvi od uzoraka dobivenih s
aspiracijom sadrzaja. Na zalost tijekom izrade ovog rada nismo imali podatke o nacinu
uzorkovanja i u€estalosti pojedinih metoda. LE BLANC i sur. 2009. takoder su ocjenjivali koli¢inu
eritrocita 1 nuklearnih stanica na slican nacin koji se koristio u ovom radu te su takoder dobili
visoke srednje vrijednosti broja eritrocita (srednje vrijednosti + SD iznosile su 2,68 + 0,39 za
metodu bez aspiracije, 2,88 £ 0,26 za metodu s aspiracijom).

S druge strane brojnost nuklearnih stanica je u velikom broju uzoraka bila niska, s

najceS¢om ocjenom 1. Posljedi¢no je i srednja vrijednost bila vrlo niska, tek 1,33 s najnizom
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srednjom vrijednosti uzorka od 0,33. Pojedini uzorci su bili vrlo visokocelularni i ocjenjeni
ocjenom 3. Takve oscilacije su moguce zbog dijela slezene koji se uzorkuje, odnosno ovisi koje
su anatomske strukture zahvacene. Takoder, pojedine patoloSke promjene, kao odredene
neoplazije, gradene su od velikog broja nuklearnih stanica. One mogu biti nodularne ili difuzne
Sto moze uzrokovati da razliita stakalca istog uzorka imaju potpunu drugaciji nalaz (COWELL i
TAYLER, 2002). Niski broj mogu¢ je i zbog visokog stupnja hemodilucije i rasprSivanja
nuklearnih stanica (ETTINGER i EDWARD, 2017). LE BLANC i sur., 2009. dobili su nesto veée
srednje vrijednosti broja nuklearnih stanica, ovisno o nacinu uzorkovanja. Znacajno veci broj
stanica dobiven je s metodom bez aspiracije (srednja vrijednost = SD iznosila je 2,17 = 0,6) u

odnosu na metodu s aspiracijom (srednja vrijednost + SD iznosila je 1,66 + 0,6).

Ocuvanost eritrocita 1 nuklearnih stanica je bila vrlo slicna. U oba slucaja najcesce je bila
vrlo dobra, odnosno ocjenjena ocjenom 2. Srednja vrijednost se tek minimalno razlikovala, kao i
minimalne i maksimalne srednje vrijednosti ocjena pojedinacnih uzoraka. U istraZivanju kojeg su
proveli LE BLANC i sur., 2009. o¢uvanost nuklearnih stanica je bila nesto bolje ocjenjena (srednje
vrijednosti £ SD za metodu s aspiracijom bila je 2,05 = 0,15, dok za metodu bez aspiracije 2,07 +
0,21), dok ocuvanost eritrocita nije procjenjena. LoSija kvaliteta stanica djelomice se moze
propisati dugotrajnom skladiStenju u arhivi Zavoda za veterinarsku patologiju SveuciliSta u
Zagrebu §to je povecalo moguénost njihovog oStec¢enja ili loSe manipulacije 1 skladiStenja. Takoder
sa staroSc¢u, stanice u uzorcima vjerojatno postupno propadaju i gube svoje znacajke. Jo$ jedan
moguci razlog losije oCuvanosti razmaza opisali su MONACO i sur., 2017.. Oni su zakljucili da
se morfoloSke znaCajke uvelike gube odgadanjem obrade i fiksacije uzoraka, a osim toga
ocuvanost stanica ovisit ¢e 1 o na¢inu fiksacije 1 bojanja preparata. LoSija oCuvanost eritrocita 1
nuklearnih stanica moguca je i zbog nepravilnosti u izradi razmaza, kao §to su prejak pritisak ili

neprikladna oprema (HAUPTMANN i CREPINKO, 1991).

Odredivana je i distribucija stanica u razmazu. Pretpostavka je bila da bi se u vecini
slu¢ajeva nuklearne stanice trebale smjestiti na rubovima 1 krajevima preparata zbog veli€ine tih
stanica i krvne kontaminacije. No ipak, u 62% uzoraka nuklearne stanice su bile uglavhom
ravnomjerno rasprsene po razmazu, u 16% uzoraka bile su smjeStene poglavito u sredistu, a ostalih
22% je bilo u korist nase hipoteze. Pregledom literature moze se zakljuciti da je ovakav nalaz

ocekivan. RASKIN i MEYER, 2016. opisali su da u ¢e u vecini sluc¢ajeva nuklearne stanice biti
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rasprSene po uzorku s blagim nakupljanjem na zavrSnom rubu razmaza, dok ¢e se intenzivnije
nakupljanje po rubovima ocekuivati u slu¢ajevima jaceg pritiska uzorka tijekom izrade razmaza.
COWELL i sur., 2008. navode da raspodjela nuklearnih stanica ovisi i 0 obliku razmaza, odnosno
da se linearni razmazi izraduju kako bi se koncentrirale stanice na kraju razmaza kod uzoraka Kkoji
se oCekuju da su manje stanic¢ni ili razrijedeni, dok se klasi¢ni razmazi s pernim krajevima izraduju
kod uzoraka bogatijih nuklearnim stanicama zbog ravnomjernije raspodjele. U naSem slucaju 8 od
10 linearnih razmaza imaju povecano nakupljanje nuklearnih stanica na zavr$noj liniji, ali
smatramo da je broj razmaza premali da bi iz ovoga izvodili valjane zakljucke. Na 4 stakalca tip
razmaza 1 distribucija nije utvrdena zbog loSe izrade pri ¢emu su uzorci rasprSeni u zasusene
kapljice u viSe slojeva (engl. “shotgun blast”). Takav izgled razmaza dobiva se u slu¢ajevima kad

se uzorak iStrcava na stakalce s velike udaljenosti i ne razvuce na vrijeme (ALBANESE, 2017).

Artefakti i kontaminanti pronadeni su u velikoj veéini uzoraka. Cak 77% uzoraka imalo je
prisutnost barem jednog kontaminanta, i 68% uzoraka barem jedan tip artefakta. Najéesc¢i artefakti
bili su precipitati boja i kromatinske niti, a u neSto manjoj mjeri bilo je preoskudnih i preobilnih
uzoraka. Daleko najce$¢i kontaminanti su bile keratinske ljuske koje su se pojavile u ¢ak 58
uzoraka. Nakon njih po ucestalosti bila su zrnca pudera kojih je bilo u 24 uzoraka te najrijedi je
bio ultrazvucni gel. Sli¢ne podatke o ucestalosti artefakata i kontaminanata naveli su MONACO i
sur., 2017. te COWELL i sur., 2008.. Naime, MONACO i sur., 2017. navode da su precipitati boja
vrlo Cesti nalaz u citoloSkim preparatima zbog premale brige u odrzavanju boja. Takoder navode
da je kontaminacija ultrazvu¢nim gelom vrlo Cesta, $to se razlikuje od podataka dobivenih ovim
istrazivanjem, vjerojatno zbog povecane svijesti veterinara koji su uzimali uzorke. COWELL i
sur., 2008. takoder tvrde da su precipitati boja vrlo Cesti, ali 1 da su jednako Cesti nalaz kromatinske
niti te preobilni i preoskudni preparati, $to se povezuje s nedovoljnim iskustvom u izradi razmaza.
Velika ucestalost keratinskih ljuska i pudera je ocekivana posSto se u cijelokupnom procesu
uzimanja i pripreme uzoraka ¢esto vrsi previSe manipulacije s uzorcima. Vrlo ¢esta kontaminacija
u slezeni je i krvna kontaminacija koja u ovom istrazivanju nije uzeta u obzir zbog visokog
hematokrita slezene i1 ocekivane obilne kontaminacije. Pojedini autori kao Sto su LE BLANC 1
sur., 2009. povecanu koli¢inu eritrocita u uzorcima slezene ne smatraju kontaminacijom jer je

takav nalaz fizioloski i uglavnom neizbjeZan.
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Rezultati o prevalenciji pojedinih dijagnoza bili su u potpunosti o¢ekivani. Najve¢im
djelom promjene su bile benigne, dok je nesto manje bilo malignih. Fizioloskih nalaza je bilo 22%
te je 19% uzoraka bilo bez citoloske dijagnoze. Razliciti podaci iz literature vrlo su sli¢ni ovima.
U istrazivanju koje su proveli CHRISTENSEN i sur., 2009. utvrdeno je 29% benignih i 20%
neoplasti¢nih promjena, ali za razliku od naSeg istrazivanja u ¢ak 48% citoloskih uzoraka nije bilo
moguce definirati citoloSku dijagnozu. Razlozi bi mogli biti razlika u iskustvu patologa, kvaliteti
citoloskih uzoraka, nacinu uzorkovanja i dijela slezene koji je uzorkovan. Najées¢e benigne
promjene koje se dijagnosticiraju citoloskom pretragom su ekstramedularna hematopoeza
(O'KEEFE i COUTO, 1987) i hiperplazija slezene (RADIN i WELLMAN, 2001), $to mozemo
potvrditi i ovim istrazivanjem. Od malignih promjena najée$¢i su hemangiosarkom i limfom
(TECILLA i sur., 2019). U ovom istrazivanju prevalencija hemangiosarkoma je znacajno niza,
odnosno potvrden je samo jedan slucaj. Neki od razloga mogli bi biti strah od rupture tvorbe
tijekom uzorkovanja, prekasno otkrivanje mase na slezeni, Cesta rutinska splenektomija 1
nepovjerenje u efektivnosti citoloSke u odnosu na histopatolo§ku pretragu. S druge strane,

prevalencija limfoma je jednaka kao u vecini literaturnih podataka, $to je bilo i ocekivano.

Ovo istrazivanje imalo je nekoliko limitiraju¢ih faktora koje uglavnom povezujemo s
njegovom retrospektivnom prirodom. Jedan od vaznijih nedostataka je ¢injenica da su uzorci uzeti
od razlicitih osoba, veterinarskih praksa i institucija, zbog ¢ega nema podataka o tome da li su
uzorci uzeti biopsijom iglom s ili bez aspiracije sadrzaja, a niti o bojanju i fiksaciji uzoraka, $to bi
nam pomoglo u utvrdivanju razloga losije ili bolje morfologije stanica. Osim toga, nisu pronadena
stakalca svih uzoraka zbog ¢ega se neke komponente ovog istrazivanja nisu mogle odrediti u svim

uzorcima.

Uvelike nedostaje relevantne literature i znanstvenih radova na temu kvalitete uzoraka,
odnosno morfologiji stanica na razmazima slezene te o prevalenciji pojedinih artefakata i
kontaminanata u citoloSkim uzorcima. Zbog toga, postoji puno prostora za provodenje buducih
istraZivanja na ovoj tematici. Na taj nacin moglo bi se educirati veéi broj veterinara o tome kako
dobiti Sto kvalitetnije uzorke koji imaju dijagnosticCku vaznost i kako ih Sto kvalitetnije

interpretirati.
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6. ZAKLJUCCI

Ovo je jedno od rijetkih istrazivanja koji se bavi primarno kvalitetom citoloskih uzoraka,
odnosno artefaktima i kontaminantima, kvalitetom i brojnoS¢u stanica, njihovom distribucijom,

tipom razmaza te pregledom citoloSkih dijagnoza slezene.

Mozemo zakljuciti da su stanice u vecini pregledanih uzoraka vrlo dobre o¢uvanosti, ali
njihova brojnost uvelike ovisi o razli¢itim faktorima, primjerice o patoloskoj promjeni i mjestu
uzorkovanja. Eritrociti su u veéini uzoraka vrlo brojni, $to je neizbjezno zbog grade i funkcije
slezene. Zbog uglavno obilne krvne kontaminacije stanice su uglavnom rasprsene po razmazima,
dok tek u manjem broju slucajeva se nakupljaju u rubnim podrucjima razmaza ili u samom sredistu.
Takoder mozemo zakljuciti da su artefakti i kontaminanti vrlo ¢este, gotovo neizbjezne pojave u
citoloskim uzorcima, $to potvrduje ovo istrazivanje. lako linearni razmazi imaju veliki broj
prednosti, dokazali smo da se veterinari trenutno uglavnom ne upustaju u njihovoj izradi, nego
radije izraduju klasi¢ne razmaze s pernim krajevima. Kao i u velikoj ve¢ini drugih radova, utvrdena
je veca ucestalost benignih promjena nad malignim, pri ¢emu je daleko najcesca benigna promjena
ekstramedularna hematopoeza, a maligna limfom. Iako u dijelu uzoraka nije utvrdena nikakva
patoloska promjena, mozemo zakljuciti da je citoloSka pretraga vrlo korisna dijagnosticka metoda

koja nam moze dati uvid u stanje organa u tjelesnim Supljinama, kao §to je to slezena.
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8. SAZETAK

Citoloska pretraga slezena pasa: pregled nalaza Zavoda za Veterinarsku patologiju,

Veterinarskog fakulteta u Zagrebu u desetogodi$njem razdoblju

Citoloska pretraga je minimalno invazivna, brza 1 jeftina dijagnosticka metoda kojom
odredujemo tipove stanica i stani¢nih populacija uzorkovanog tkiva. Tijekom uzimanja uzoraka i
njihove obrade Cesto moze do¢i do pojave kontaminacija uzoraka i odredenih greski u obradi §to
rezultira pojavom artefakata. Njithovom pojavom, fizioloSke stanice mogu strukturno izgledati
druk¢ije Sto moze dovesti do zablude da se radi o promjenjenim, neoplasticnim stanicama ili mogu
sakriti uzro¢nike infekcije te posljedi¢no dovode do krive interpretacije uzorka i dijagnoze. Danas,
s napredovanjem tehnologije i sve jeftinijim i dostupnijim ultrazvu¢nim aparatima, sve se ¢esce
uzorkuju unutarnji organi medu kojim je i slezena. Zbog oskudnosti podataka o kvaliteti citoloskih
uzoraka i sve vece popularnosti citoloSke pretrage u veterini, cilj ovog rada bio je utvrditi kvalitetu
citoloSkih uzoraka slezene pasa i dobivenih dijagnoza obradenih na Zavodu za Veterinarsku
patologiju u razdoblju od 2009. do 2020. godine. Za potrebe izrade ovog diplomskog rada, detaljno
su pregledani arhivski podaci i preparati Zavoda za Veterinarsku patologiju Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Parametri koji su se mikroskopski procjenjivali bili su tip razmaza,
broj i o€uvanost eritrocita i nuklearnih stanica, distribucija nuklearnih stanica po uzorku, prisutnost
kontaminacija i artefakata te prisutnost aglomerata stanica. Od 124 citoloskih uzoraka dobivenih
pretrazivanjem baze podataka, 112 citoloSkih uzoraka udovoljavalo je pofetnim parametrima
pretrage. Svi uzorci koji su usli u ovo istrazivanje uzeti su metodom biopsije iglom s ili bez
aspiracije sadrzaja. Tek 10 stakalaca (10/537, 2%) bilo je linearnog tipa razmaza, dok su sva ostala
bila standardnog oblika s klasi¢nim pernim krajevima (523/537, 97%). U ve¢ini slucajeva brojnost
eritrocita ocjenjena je najviSom ocjenom 1 bili su vrlo dobre oCuvanosti. Nuklearnih stanica je
uglavnom bilo vrlo malo, ali dobre ocuvanosti. U 58 uzoraka (62%) nuklearne stanice su bile
ravnomjerno rasprsene po cijeloj povrSini preparata, 20 uzoraka (21%) je imalo obilnu
akumulaciju na svim rubovima, a u jednom uzorku (1%) su se sve nuklearne stanice smjestile na

vrhovima pernih krajeva. U ostalih 15 uzoraka (16%) stanice su se naSle rasprSene po sredistu.
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Artefakti su pronadeni u ukupno 64 uzoraka (64/94, 68%), a kontaminanti u 72 uzoraka (72/94,
77%). Od 112 uzoraka, 27 ih je dijagnosticirano s neoplasti¢nim promjenama (24%), 40 uzoraka
(35%) neneoplasticnim promjenama i 25 uzorka (22%) bili su fizioloSkog nalaza. Ostalih 20
uzoraka (19%) nisu imali zabiljezene podatke o citoloskoj dijagnozi ili je uz opis preparata dano

samo misljenje.

Kljuéne rijeci: citoloSka pretraga, slezena, kvaliteta razmaza, artefakti, kontaminanti.
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9. SUMMARY

Diagnostic cytology of the canine spleen: review of 10-year-period cases of the Department of

Veterinary Pathology of the University of Zagreb

Cytology is a minimal invasive, fast and cheap diagnostic method for cell determination.
During sampling and sample processing there is a possibility of sample contamination and
production of artifacts. These structures can interfere with cytological assessment by changing the
appearance of tissue cells which can be erroneously interpreted as neoplastic cells or they can
opscure or mimic infectious agents thus creating confusion and leading to potentially wrong
diagnosis. With the advancement of technology, ultrasonographic examination has greatly
enhanced the ability to sample organs in body cavities like the spleen. Nowadays there is a growing
use of cytology in veterinary medicine, but there is scarce data about the quality of cytology
samples. For this reason, the objective of this study was to determine the quality of cytology
samples of the canine spleen and obtained diagnose processed at the Department of Veterinary
Pathology of the University of Zagreb from 2009 to 2020. For the purposes of this thesis, we
examined in detail the archived data and samples stored in the Department of Veterinary Pathology
of the University of Zagreb. Parameters that were microscopically evaluated were smear type,
number and morphology of erythrocytes and nucleated cells, distribution of nucleated cells in the
smear, presence of contaminants, artifacts and cell agglomerates. The database was searched and
we obtained 124 cytology samples of which 112 samples were included in the study. All the
samples were obtained with fine needle biopsy with or without aspiration. Only 10 (10/537, 2%)
smears were line smears, all other were standard smears with feathered edges (523/537, 97%).
Erythrocytes were mostly really numerous and they had high morphology scores. Nucleated cells
in most cases were really low in number, but with very good preservation of morphology. In 58
samples (62%) nucleated cells were equally distributed, in 20 samples (21%) they were mostly on
the edge and in one sample (1%) they were all on the feathered edges. In the other 15 samples
(16%) they were predominantly in the middle. Artifacts were found in 64 samples (64/94, 68%)
and contaminants in 72 samples (72/94, 77%). Of 112 samples, 27 were cytologically diagnosed
as neoplastic (24%), 40 (35%) as nonneoplastic and 25 (22%) were classified as normal. Diagnosis

was unavailable for 20 samples (19%).

Keywords: cytology, spleen, smear quality, artifacts, contaminants.
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10. ZIVOTOPIS

Roden sam 17. listopada 1995. godine u Rijeci. Od rodenja zivim u Rovinju gdje sam
zavrsio osnovnu $kolu i Prirodoslovno — matemati¢ku gimnaziju u Srednjoj §koli Zvane Crnja. S
odli¢nim prosjekom maturirao sam 2014. godine i upisao sam Veterinarski fakultet Sveucilista u

Zagrebu.

Tijekom studija vrlo sam se aktivno ukljucivao u razli¢ite dodatne aktivnosti na fakultetu,
manifestacije, kongrese i projekte. Od 2016. do 2018. godine sudjelovao sam u radu studentske
udruge “Equus” i u organizaciji edukativne izlozbe “Reptilomanija+”. Osim toga sudjelovao sam
u Svjetskom danu zastite zivotinja 2017. godine gdje smo promovirali vaznost o¢uvanja divljih
zivotinja. Sudjelovao sam i u Noé¢i muzeja 2019. i 2020. te na Festivalu znanosti 2019. godine na
Veterinarskom fakultetu kao edukator. Od 2016. do 2018. asistirao sam u prstenovanju galebova
na odlagaliStu otpada “Prudinec” u Jakusevcu pod vodstvom dr.sc. Luke Jurinoviéa s
Veterinarskog instituta — Centra za peradarstvo. U 2019. godini uklju¢io sam se u projekt pod
nazivom “Plavi projekt — doprinos razvoju programa drustvenog korisnog ucenja na
Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu” kojemu je cilj bio educirati javnost o vaznosti
ocuvanja i pruzanju prve pomo¢i ozljedenim dupinima i morskim kornja¢ama. Prisustvovao sam
Znanstveno — stru¢nom skupu o gmazovima “Reptilija” 2018. 1 2021. godine te kongresu
“Veterinarska znanost i1 struka” 2017., 2019. 1 2021. godine. PoloZio sam i osnovnu razinu
ultrazvu¢nog pregleda abdomena koju je vodila Izv.prof.dr.sc Ivana Ki§ s Klinike za unutarnje

bolesti Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Od 2015. do 2018. godine volontirao sam u Veterinarskoj ambulanti Rovinj, a od 2018. do

2021. na Klinici za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta Sveucili$ta u Zagrebu.

Dobitnik sam Rektorove nagrade 2021. godine za studentski rad pod nazivom

“Hematoloski parametri u kokosi nesilica nakon terapije tekuti pripravkom fluralaner”.

Od 2017. godine bavim se macevanjem te sam 2020. godine pohadao i poloZio Program
osposobljavanja za trenera macevanja na Hrvatskoj olimpijskoj akademiji u Zagrebu. Trenutno

sam Clan 1 trener u Macevalackom klubu “Hamlet” u Zagrebu gdje se bavim primarno sabljom.
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