
Badania histopatologiczne jako jeden z filarów ba-
dań dodatkowych w medycynie weterynaryjnej są 

szczególnie przydatne w diagnostyce chorób nowo-
tworowych. Dostarczają one wiele informacji o struk-
turze tkanek oraz typie komórek zaangażowanych 
w chorobę. Szerokie spektrum barwień oraz techno-
logii daje wiele możliwości różnicowania i stawiania 
diagnozy oraz jest pomocne w określeniu rokowa-
nia pacjenta. Badania histopatologiczne przydatne są 
w diagnostyce przyżyciowej tkanek pobranych me-
todą biopsji lub podczas zabiegów chirurgicznych. Są 
też nieodłącznym elementem badań sekcyjnych. Ar-
tykuł ma na celu zebranie i podsumowanie procedur 
dotyczących postępowania podczas pobierania ma-
teriału, przechowywania i  transportu próbek oraz 
postępowania w laboratorium histopatologicznym 
od otrzymania materiału do powstania preparatu na 
szkiełku mikroskopowym.

Pobieranie materiału

Ważnym elementem dla uzyskania prawidłowych 
i wiarygodnych wyników badań histopatologicz-
nych jest prawidłowe pobranie materiału do badania. 

Materiał musi być świeży i zabezpieczony jak najszyb-
ciej, aby zminimalizować zafałszowania wynikają-
ce z procesów autolitycznych oraz gnilnych. Należy 
zminimalizować ingerencję w tkanki, cięcie wykonać 
ostrym skalpelem, unikając zgniatania materiału (1).

Pobranie przyżyciowe

Materiał do badania histopatologicznego przyżycio-
wo uzyskuje się na dwa główne sposoby – całe narzą-
dy lub twory patologiczne pobiera się podczas zabiegu 
chirurgicznego ich usunięcia, a fragmenty lub wy-
cinki tkanek podczas zabiegu biopsji. Analiza histo-
patologiczna może mieć na celu zdobycie informacji 
na temat typu zmiany, jej charakteru nowotworowe-
go i jego złośliwości, postawienie diagnozy oraz oce-
nę rokowania (2).

Pobranie materiału podczas zabiegu chirurgicz-
nego odbywa się w sterylnych warunkach. Pobrany 
materiał może stanowić cały narząd, jak w przypad-
ku badań macicy po zabiegu kastracji (ryc. 1) lub ner-
ki po nefrektomii. W takim przypadku zabieg należy 
przeprowadzić zgodnie z ogólnymi zasadami chirur-
gii, a materiał zabezpieczyć jak najszybciej po jego po-
braniu. Badanie całej zmiany odbywa się po usunięciu 
chirurgicznym w całości, z zachowaniem margine-
su zdrowej tkanki. W przypadku dużych zmian zale-
ca się nacięcie tkanki dla lepszej penetracji środków 
utrwalających do jej wnętrza. (2) Można również jesz-
cze przed utrwaleniem materiału wybrać reprezen-
tatywne wycinki ze zmiany patologicznej.

U ludzi w przypadku operacyjnego usuwania no-
wotworów stosuje się śródoperacyjne badanie histo-
patologiczne, którego wynik uzyskuje się w czasie 
do 30 minut od pobrania materiału. W badaniu tym 
przygotowanie materiału do badania mikroskopowe-
go polega na zamrożeniu zmiany w kriostacie w tem-
peraturze poniżej -20°C. Tak zamrożony fragment 
tkankowy jest skrawany na skrawki grubości 4–5 µm. 
Skrawki barwi się w przyspieszonej procedurze he-
matoksyliną i eozyną, odwadnia w trzech zmianach 
alkoholi po kilkanaście sekund oraz w acetonie, a na-
stępnie prześwietla ksylenem i zatapia w medium. 
Badanie śródoperacyjne nie ma na celu postawienia 
rozpoznania, a jedynie wykluczenie lub potwierdze-
nie zmiany złośliwej.

Badania wycinka tkanki można dokonać po pobra-
niu materiału drogą biopsji wycinkowej, biopsji gru-
boigłowej igłą o średnicy 1,2 mm (tru-cut) lub biop-
sji endoskopowej (3, 4). Pobranie materiału metodą 
biopsji jest jednak obarczone ryzykiem. W związ-
ku z często znacznym uszkodzeniem tkanek wynik 
może być niewiarygodny. Wybrany wycinek może nie Ryc. 1. Macica królika zmieniona nowotworowo, usunięta podczas zabiegu owariohisterektomii
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być reprezentatywny dla reszty zmiany lub narządu, 
lub może być za mały, co uniemożliwia np. ocenę zło-
śliwości nowotworu (6) Nie jest możliwa także ocena 
marginesu histopatologicznego (2).

Pobranie pośmiertne

Pośmiertnie materiał pobiera się podczas sekcji. Do 
stwierdzenia przyczyny zgonu potrzebne jest bada-
nie wycinków narządów miąższowych. W przypadku 
zmian rozrostowych zmienione narządy lub guzy po-
biera się w całości do oceny rodzaju patologii. Próbki 
powinny być pozbawione nadmiaru tkanki tłuszczo-
wej oraz krwi (7). W przypadku oceny tkanek pobra-
nych podczas sekcji należy wziąć po uwagę czas od 
śmierci do pobrania wycinków i możliwość wystą-
pienie procesów autolitycznych.

Przechowywanie i transport materiału

W przypadku natychmiastowej wysyłki materia-
łu do laboratorium wystarczające jest umieszczenie 
go w szczelnych pojemnikach z tworzyw sztucznych 
chroniących przez zgnieceniem oraz wysychaniem. 
Taki materiał powinien dotrzeć do laboratorium 
w przeciągu kilku godzin. Należy pamiętać, że małe 
wycinki tkanek są szczególnie podatne na wysycha-
nie i taki rodzaj transportu nie będzie odpowiedni dla 
uzyskania wiarygodnego wyniku.

W przypadku dłuższego przechowywania niezbęd-
ne jest utrwalenie materiału z roztworze konserwu-
jącym. Uniwersalnym środkiem jest 10% roztwór for-
maliny, a więc 4% roztwór formaldehydu (3). Do badań 
immunohistochemicznych zalecane jest użycie for-
maliny buforowanej fosforanami. Inne roztwory na 
bazie formaliny mogą być wzbogacone o sól, cynk, 
wapń (roztwór Bakera; 5) Wśród utrwalaczy można 
też wymienić stosowane głównie w przebiegu badań 
naukowych: aceton, kwas octowy lodowaty, roztwór 
Carnoya (etanol i kwas octowy lodowaty), kwas pi-
krynowy, kwas chromowy, alkohol metylowy, al-
kohol etylowy, azotan srebra, dwuchromian pota-
su, płyn Bouina, roztwór Zenkera, roztwór Helly (5).

Stosunek objętości roztworu do objętości tkanek po-
winien mieścić się w przedziale 10–20:1 (1). Fragmenty 
tkanek powinny być możliwie jak najcieńsze, aby uła-
twić dyfuzję płynu utrwalającego. Tkanki dobrze jest 
umieści na płasko, a w przypadku małych fragmentów 
przypiąć je do podłoża na przykład za pomocą szpilek, 
w miarę możliwości rozprostowane. Tkanki podatne 
na zwijanie, jak na przykład pęcherz moczowy, warto 
zabezpieczyć przez umieszczenie w kasetce (3). Cały 
materiał powinien być przykryty roztworem, dlatego 
w przypadku tkanek unoszących się na powierzchni 
zaleca się przykrycie ich nasączoną bibułą lub prze-
ciągnięcie przez nie nylonowej nitki i umieszczenie 
pod poziomem płynu. Próbki o dużej objętości można 
podzielić na mniejsze części i opisane przesłać w kil-
ku pojemnikach (3). W przypadku braku możliwości 
utrwalenia tkanek dopuszczalne jest przechowywa-
nie ich w warunkach chłodniczych (1). Proces utrwa-
lania jest zależny od rodzaju tkanki, wielkości wycin-
ka, rodzaju utrwalacza oraz planowanego barwienia. 

W przypadku najpowszechniej stosowanej formaliny 
dziesięcioprocentowej za optymalny czas uznaje się 
24 godziny. Przedłużone utrwalanie nie jest wskaza-
ne, może bowiem spowodować kruchość preparatu, 
a konsekwencją zbyt krótkiego czasu jest nieprawi-
dłowy obraz wielu struktur komórkowych.

Przygotowanie preparatu histopatologicznego

Wybór wycinka

Wycinki zmienionych tkanek lub narządy o małej 
powierzchni przekroju badane są w całości. Większe 
zmiany badane są poprzez wybór wycinków z tkanki. 
Najbardziej popularną metodą wykrawania jest ba-
danie przekrojowe (cross-section), w którym frag-
ment tkanki czy guz nowotworowy przecina się naj-
pierw pośrodkowo wzdłuż krótszego boku, a następnie 
dłuższego boku, uzyskując ćwiartkę. Wadą tej meto-
dy jest błędne założenie, że zmiana jest symetrycz-
na (3). Inną metodą jest krojenie w równych odstę-
pach, jednak w związku z większymi kosztami tej 
procedury wykorzystywana jest ona głównie w me-
dycynie człowieka (6). W przypadku badania zmian 
nowotworowych, gdy są wątpliwości co do zachowa-
nego marginesu chirurgicznego, można wykorzystać 
metodę skrawania tkanki polegającą na usunięciu 
wierzchniej warstwy przesłanego materiału (shaved 
edge sections, „orange peel’’). Tkankę ocenia się pod 
kątem występowania cech nowotworu. Stwierdzenie 
takich cech świadczy o niezachowanym marginesie 
onkologicznym. (3)

Odwapnianie

Etap odwapniania powinny przejść przede wszyst-
kim wycinki kości oraz zębów.

Odwapnianie polega na usunięciu wapnia mine-
ralnego i odbywa się na drodze elektrolizy lub przez 
poddanie materiału działaniu 5–7,5% kwasu azoto-
wego lub innym środkom odwapniającym, dostęp-
nym komercyjnie gotowym roztworom. Proces jest 
prowadzony najczęściej w temperaturze pomiędzy 
18 a 30°C. W czasie odwapniania, które może trwać 
kilka dni, płyn powinien być wymieniany kilkukrot-
nie (8). Po uzyskaniu pożądanego efektu tkanki na-
leży wypłukać, a następnie zneutralizować w wodzie 
amoniakalnej.

Odwadnianie

Ponieważ tkanki zwierzęce są stosunkowo miękkie, 
ich skrawanie może odbywać się jedynie po przepo-
jeniu i zatopieniu w twardszym materiale. Przygoto-
wanie do tego etapu polega na odwodnieniu tkanek. 
Aby nie uszkodzić struktur komórkowych proces ten 
przeprowadza się stopniowo. Proces odwadniania pro-
wadzony jest etapami, poprzez umieszczanie tkanki 
w rozworach etanolu o wzrastającym stężeniu w tzw. 
szeregu odwadniającym, począwszy od alkoholu 50% 
poprzez 70%, 80%, 90%, 96% i bezwodny (absolutny 
99,8%), do mieszaniny etanol-ksylen i czystego ksy-
lenu. Ma to na celu usunięcie alkoholu z preparatu.
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Zatapianie materiału w parafinie

Fragmenty materiału zatapia się w substancjach prze-
nikających do tkanek i nadających im odpowiednią 
twardość. Umożliwia to przygotowanie odpowied-
nio cienkich skrawków. Rutynowo stosuje się do tego 
parafinę. W technice histologicznej wykorzystuje się 
również celoidynę, specjalne żywice organiczne oraz 
pewne związki polimerowe.

Pierwszy etap, zwany przepajaniem, odbywa się 
w temperaturze 52°C i polega na umieszczeniu tkanki 
w mieszaninie parafiny z ksylenem, a następnie w cie-
kłej parafinie, w której przebywa kilkanaście godzin. 
Przepojony skrawek jest następnie zatapiany we wnę-
trzu bloczka parafinowego, który sporządza się, wlewa-
jąc porcję parafiny do metalowej formy i wprowadzając 
doń fragment tkanki ustawiony w odpowiedniej orien-
tacji przestrzennej. Proces ten może odbywać się w spo-
sób częściowo zautomatyzowany, z wykorzystaniem 
urządzenia utrzymującego stałą temperaturę ciekłej pa-
rafiny. W końcowym etapie uzyskuje się bloczki parafi-
nowe z zatopionymi w nich badanymi tkankami (ryc. 2).

Krojenie

Bloczki parafinowe muszą zostać pocięte na fragmen-
ty za pomocą mikrotomu. Rozróżniane są mikrotomy 

saneczkowe (ryc. 3) oraz obrotowe z nieruchomym no-
żem. Ostrza mogą być stalowe, szklane, diamentowe 
lub laserowe. Grubość skrawka ustawiana jest ręcz-
nie za pomocą śruby lub automatycznie – najczęściej 
w granicach 3–4 µm.

Bloczek parafinowy umieszcza się w statywie mi-
krotomu i skrawa z niego skrawki o przekroju czwo-
rokąta (ryc. 4, 5). Do niepożądanych efektów występu-
jących podczas tego procesu należy zaliczyć zwijanie 
się lub sklejanie się skrawków lub ich uszkodzenie. 
Efekty te można zminimalizować poprzez dobranie 
dostatecznie niskiej temperatury bloczka parafino-
wego, ostrego noża mikrotomu oraz odpowiedniego 
odwodnienia przed dalszą obróbką.

W kolejnym etapie skrawki parafinowe naklejane 
na uprzednio przygotowane (silanizowane, rzadziej 
nabiałkowane) szkiełka podstawowe. W pierwszej fa-
zie naklejania skrawki umieszcza się na powierzchni 
ciepłej wody wypełniającej wanienkę. Pod wpływem 
podwyższonej temperatury skrawki początkowo po-
marszczone rozprostowują się, nabierając gładkości. 
W tym momencie delikatnie naciąga się je na szkiełko 

Ryc. 2. Zatapianie fragmentów tkanek w bloczkach parafinowych

Ryc. 3. Mikrotom saneczkowy

Ryc. 4. Umieszczony w mikrotomie bloczek parafinowy 
z widocznymi odciętymi skrawkami

Ryc. 5. Okrojony bloczek parafinowy z widoczną powierzchnią 
przekroju
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podstawowe (ryc. 6 i 7). Dodatkowo stosować można 
mieszaninę białkowo-glicerolowo-tymolową dla lep-
szego przyklejenia tkanki do szkiełka.

Przyklejony do szkiełka podstawowego skrawek 
tkanki jest przepojony parafiną, zatem jest hydrofo-
bowy. W tym stanie nie jest możliwe jego zabarwienie, 
bowiem większość barwników funkcjonuje w posta-
ci roztworów wodnych. Konieczne jest zatem całko-
wite usunięcie ze skrawków parafiny, a następnie ich 
nawodnienie. Odparafinowanie odbywa się poprzez 
umieszczenie szkiełek w dwóch zmianach ksylenu, 
natomiast nawodnienie w szeregu alkoholowym, zło-
żonym podobnie jak szereg odwadniający z roztworów 
etanolu, jednak ustawionych w odwrotnej kolejnoś
ci, począwszy od alkoholu absolutnego, aż do 70%. 
Z etanolu skrawki trafiają do wody, skąd mogą być 
bezpośrednio przeniesione do roztworów barwników.

Najważniejszą standardową techniką obrazowania 
histologicznego jest barwienie hematoksyliną i eozy-
ną (H-E). Jest to tzw. barwienie przeglądowe, pozwa-
lające ocenić całość struktury tkanki poprzez kontra-
stowe zabarwienie cytoplazmy i jąder komórkowych.

Chcąc uczynić preparat trwałym, należy ponow-
nie pozbawić go wody. Cel ten zostaje osiągnięty przez 
przeprowadzenia szkiełek z zabarwionym skrawkiem 
tkanki przez alkoholowy szereg odwadniający. W koń-
cowym etapie preparaty trafiają do ksylenu, a następ-
nie są zamykane. Proces ten polega na naniesieniu na 
powierzchnię skrawka kropli medium zamykającego 
(obecnie stosowane są żywice syntetyczne, rzadziej 
naturalny balsam kanadyjski) i delikatnym umiesz-
czeniu na nim szkiełka nakrywkowego.

Podsumowanie

Prawidłowa obróbka tkanek od momentu pobra-
nia wycinka do momentu uzyskania preparatu na 
szkiełku podstawowym jest kluczowa dla uzyskania 
wiarygodnego wyniku badań histopatologicznych. 

W zależności od typu materiału oraz planowanych 
badań i metod barwienia wskazane jest dobranie od-
powiedniej metody utrwalenia oraz przechowywania 
materiału. Współpraca klinicysty z laboratorium na 
każdym etapie badania pozwala na najskuteczniejsze 
postawienie diagnozy, dobranie leczenia czy ustale-
nie rokowania. Podstawowe metody badań przedsta-
wione w tym artykule wciąż ewoluują lub zostają wy-
pierane przez nowe procedury i techniki.
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Ryc. 6. Wstążka skrawków parafinowych na powierzchni wody

Ryc. 7. Nakładanie skrawka z powierzchni wody na szkiełko
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