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Procedury pobierania materiatu 1 przygotowywania
preparatow do badan histopatologicznych
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Procedures of sampling and trimming for histopathological examination
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Correct tissue collection and preparation of a sample for histopathological
examination play a key role for the proper diagnosis and, when biopsy is
performed, often also for the prognosis of a treated patient. In this aspect, the
collection, preservation/fixation and transportation of a specimen are crucial to
obtain reliable results. Each sample must be send with accompanying submission
form. In this article, methods of tissues sampling and sample preparation for
histopathological examination are described and compared.
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adania histopatologiczne jako jeden z filaréw ba-

dan dodatkowych w medycynie weterynaryjnej sa
szczegollnie przydatne w diagnostyce chordb nowo-
tworowych. Dostarczajg one wiele informacji o struk-
turze tkanek oraz typie komoérek zaangazowanych
w chorobe. Szerokie spektrum barwien oraz techno-
logii daje wiele mozliwo$ci réznicowania i stawiania
diagnozy oraz jest pomocne w okresleniu rokowa-
nia pacjenta. Badania histopatologiczne przydatne s
w diagnostyce przyzyciowej tkanek pobranych me-
toda biopsji lub podczas zabiegow chirurgicznych. Sa
tez nieodtgcznym elementem badan sekcyjnych. Ar-
tykul ma na celu zebranie i podsumowanie procedur
dotyczacych postepowania podczas pobierania ma-
teriatu, przechowywania i transportu préobek oraz
postepowania w laboratorium histopatologicznym
od otrzymania materialu do powstania preparatu na
szkietku mikroskopowym.

Pobieranie materiatu
Waznym elementem dla uzyskania prawidtowych

i wiarygodnych wynikéw badan histopatologicz-
nych jest prawidtowe pobranie materiatu do badania.

Ryc. 1. Macica krélika zmieniona nowotworowo, usunieta podczas zabiegu owariohisterektomii
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Materiat musi by¢ Swiezy i zabezpieczony jak najszyb-
ciej, aby zminimalizowaé zafatszowania wynikaja-
ce z procesow autolitycznych oraz gnilnych. Nalezy
zminimalizowac ingerencje w tkanki, ciecie wykona¢
ostrym skalpelem, unikajgc zgniatania materiatu (1).

Pobranie przyzyciowe

Material do badania histopatologicznego przyzycio-
wo uzyskuje sie na dwa gtéwne sposoby — cate narza-
dy lub twory patologiczne pobiera sie podczas zabiegu
chirurgicznego ich usuniecia, a fragmenty lub wy-
cinki tkanek podczas zabiegu biopsji. Analiza histo-
patologiczna moze mie¢ na celu zdobycie informacji
na temat typu zmiany, jej charakteru nowotworowe-
go ijego ztosliwosci, postawienie diagnozy oraz oce-
ne rokowania (2).

Pobranie materiatu podczas zabiegu chirurgicz-
nego odbywa sie w sterylnych warunkach. Pobrany
materiat moze stanowi¢ caty narzad, jak w przypad-
ku badan macicy po zabiegu kastracji (ryc. 1) lub ner-
ki po nefrektomii. W takim przypadku zabieg nalezy
przeprowadzi¢ zgodnie z ogélnymi zasadami chirur-
gii, a materiat zabezpieczy¢ jak najszybciej po jego po-
braniu. Badanie catej zmiany odbywa sie po usunieciu
chirurgicznym w catoSci, z zachowaniem margine-
su zdrowej tkanki. W przypadku duzych zmian zale-
ca sie naciecie tkanki dla lepszej penetracji Srodkéw
utrwalajgcych do jej wnetrza. (2) Mozna réwniez jesz-
cze przed utrwaleniem materiatu wybrac¢ reprezen-
tatywne wycinki ze zmiany patologicznej.

U ludzi w przypadku operacyjnego usuwania no-
wotwordw stosuje sie Srédoperacyjne badanie histo-
patologiczne, ktérego wynik uzyskuje sie w czasie
do 30 minut od pobrania materiatu. W badaniu tym
przygotowanie materiatu do badania mikroskopowe-
go polega na zamrozZeniu zmiany w kriostacie w tem-
peraturze ponizej -20°C. Tak zamrozony fragment
tkankowy jest skrawany na skrawki grubosci 4—5 um.
Skrawki barwi sie w przyspieszonej procedurze he-
matoksyling i eozyng, odwadnia w trzech zmianach
alkoholi po kilkanascie sekund oraz w acetonie, a na-
stepnie przeswietla ksylenem i zatapia w medium.
Badanie srodoperacyjne nie ma na celu postawienia
rozpoznania, a jedynie wykluczenie lub potwierdze-
nie zmiany zlosliwej.

Badania wycinka tkanki mozna dokonac po pobra-
niu materiatu droga biopsji wycinkowej, biopsji gru-
boigtowej igla o $rednicy 1,2 mm (tru-cut) lub biop-
sji endoskopowej (3, 4). Pobranie materialu metoda
biopsiji jest jednak obarczone ryzykiem. W zwigz-
ku z czesto znacznym uszkodzeniem tkanek wynik
moze by¢ niewiarygodny. Wybrany wycinek moze nie
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by¢ reprezentatywny dla reszty zmiany lub narzadu,
lub moze by¢ za maty, co uniemozliwia np. ocene zto-
sliwo$ci nowotworu (6) Nie jest mozliwa takze ocena
marginesu histopatologicznego (2).

Pobranie po$miertne

Po$miertnie materiat pobiera si¢ podczas sekcji. Do
stwierdzenia przyczyny zgonu potrzebne jest bada-
nie wycinkéw narzadéw migzszowych. W przypadku
zmian rozrostowych zmienione narzady lub guzy po-
biera sie w catoSci do oceny rodzaju patologii. Prébki
powinny by¢ pozbawione nadmiaru tkanki ttuszczo-
wej oraz krwi (7). W przypadku oceny tkanek pobra-
nych podczas sekcji nalezy wzia¢ po uwage czas od
$mierci do pobrania wycinkéw i mozliwo$¢ wysta-
pienie proceséw autolitycznych.

Przechowywanie i transport materiatu

W przypadku natychmiastowej wysytki materia-
tu do laboratorium wystarczajgce jest umieszczenie
go w szczelnych pojemnikach z tworzyw sztucznych
chronigcych przez zgnieceniem oraz wysychaniem.
Taki material powinien dotrze¢ do laboratorium
w przeciagu kilku godzin. Nalezy pamietac, ze mate
wycinki tkanek sa szczegélnie podatne na wysycha-
nie i taki rodzaj transportu nie bedzie odpowiedni dla
uzyskania wiarygodnego wyniku.

W przypadku dtuzszego przechowywania niezbed-
ne jest utrwalenie materiatu z roztworze konserwu-
jacym. Uniwersalnym Srodkiem jest 10% roztwor for-
maliny, a wiec 4% roztwor formaldehydu (3). Do badan
immunohistochemicznych zalecane jest uzycie for-
maliny buforowanej fosforanami. Inne roztwory na
bazie formaliny moga by¢ wzbogacone o sdl, cynk,
wapn (roztwor Bakera; 5) Wérdd utrwalaczy mozna
tez wymieni¢ stosowane gtéwnie w przebiegu badan
naukowych: aceton, kwas octowy lodowaty, roztwor
Carnoya (etanol i kwas octowy lodowaty), kwas pi-
krynowy, kwas chromowy, alkohol metylowy, al-
kohol etylowy, azotan srebra, dwuchromian pota-
su, ptyn Bouina, roztwor Zenkera, roztwor Helly (5).

Stosunek objetosci roztworu do objetosci tkanek po-
winien miescic sie w przedziale 10-20:1 (1). Fragmenty
tkanek powinny by¢ mozliwie jak najciensze, aby uta-
twi¢ dyfuzje ptynu utrwalajgcego. Tkanki dobrze jest
umiesci na ptasko, aw przypadku matych fragmentow
przypiac je do podtoza na przyktad za pomoca szpilek,
w miare mozliwos$ci rozprostowane. Tkanki podatne
na zwijanie, jak na przyktad pecherz moczowy, warto
zabezpieczy¢ przez umieszczenie w kasetce (3). Caty
materiat powinien by¢ przykryty roztworem, dlatego
w przypadku tkanek unoszacych sie na powierzchni
zaleca sie przykrycie ich nasaczong bibutg lub prze-
ciggniecie przez nie nylonowej nitki i umieszczenie
pod poziomem ptynu. Probki o duzej objetosci mozna
podzieli¢ na mniejsze czescii opisane przestaé w kil-
ku pojemnikach (3). W przypadku braku mozliwosci
utrwalenia tkanek dopuszczalne jest przechowywa-
nie ich wwarunkach chtodniczych (1). Proces utrwa-
lania jest zalezny od rodzaju tkanki, wielkoSci wycin-
ka, rodzaju utrwalacza oraz planowanego barwienia.
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W przypadku najpowszechniej stosowanej formaliny
dziesiecioprocentowej za optymalny czas uznaje sie
24 godziny. Przedtuzone utrwalanie nie jest wskaza-
ne, moze bowiem spowodowa¢ krucho$¢ preparatu,
a konsekwencja zbyt krétkiego czasu jest nieprawi-
dtowy obraz wielu struktur komérkowych.

Przygotowanie preparatu histopatologicznego
Wybor wycinka

Wycinki zmienionych tkanek lub narzady o matej
powierzchni przekroju badane sa w cato$ci. Wigksze
zmiany badane sg poprzez wybor wycinkéw z tkanki.
Najbardziej popularng metodg wykrawania jest ba-
danie przekrojowe (cross-section), w ktérym frag-
ment tkanki czy guz nowotworowy przecina sie naj-
pierw posrodkowo wzdtuz krétszego boku, a nastepnie
dtuzszego boku, uzyskujac ¢wiartke. Wadg tej meto-
dy jest btedne zatozZenie, Ze zmiana jest symetrycz-
na (3). Inna metoda jest krojenie w rdwnych odste-
pach, jednak w zwigzku z wiekszymi kosztami tej
procedury wykorzystywana jest ona gtéwnie w me-
dycynie cztowieka (6). W przypadku badania zmian
nowotworowych, gdy sa watpliwosci co do zachowa-
nego marginesu chirurgicznego, mozna wykorzystac
metode skrawania tkanki polegajaca na usunieciu
wierzchniej warstwy przestanego materiatu (shaved
edge sections, ,orange peel”). Tkanke ocenia sie pod
katem wystepowania cech nowotworu. Stwierdzenie
takich cech $wiadczy o niezachowanym marginesie
onkologicznym. (3)

Odwapnianie

Etap odwapniania powinny przej$¢ przede wszyst-
kim wycinki ko$ci oraz zebow.

Odwapnianie polega na usunigciu wapnia mine-
ralnego i odbywa sie na drodze elektrolizy lub przez
poddanie materiatu dziataniu 5-7,5% kwasu azoto-
wego lub innym $rodkom odwapniajgcym, dostep-
nym komercyjnie gotowym roztworom. Proces jest
prowadzony najczesciej w temperaturze pomiedzy
18 a 30°C. W czasie odwapniania, ktore moze trwac
kilka dni, ptyn powinien by¢ wymieniany kilkukrot-
nie (8). Po uzyskaniu pozadanego efektu tkanki na-
lezy wyptukaé, a nastepnie zneutralizowaé¢ w wodzie
amoniakalne;j.

Odwadnianie

Poniewaz tkanki zwierzece sg stosunkowo miekkie,
ich skrawanie moze odbywac sie jedynie po przepo-
jeniu i zatopieniu w twardszym materiale. Przygoto-
wanie do tego etapu polega na odwodnieniu tkanek.
Aby nie uszkodzi¢ struktur komoérkowych proces ten
przeprowadza sie stopniowo. Proces odwadniania pro-
wadzony jest etapami, poprzez umieszczanie tkanki
w rozworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu w tzw.
szeregu odwadniajacym, poczawszy 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 usuniecie alkoholu z preparatu.
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Zatapianie materiatu w parafinie

Fragmenty materiatu zatapia sie w substancjach prze-
nikajacych do tkanek i nadajacych im odpowiednia
twardo$¢. Umozliwia to przygotowanie odpowied-
nio cienkich skrawkéw. Rutynowo stosuje sie do tego
parafine. W technice histologicznej wykorzystuje sie
réwniez celoidyne, specjalne Zywice organiczne oraz
pewne zwigzki polimerowe.

Pierwszy etap, zwany przepajaniem, odbywa sie
w temperaturze 52°C i polega na umieszczeniu tkanki
wmieszaninie parafiny z ksylenem, a nastepnie w cie-
klej parafinie, w ktérej przebywa kilkanascie godzin.
Przepojony skrawek jest nastepnie zatapiany we wne-
trzubloczka parafinowego, ktory sporzadza sie, wlewa-
jac porcje parafiny do metalowej formy i wprowadzajac
don fragment tkanki ustawiony w odpowiedniej orien-
tacji przestrzennej. Proces ten moze odbywac sie w spo-
sOb cze$ciowo zautomatyzowany, z wykorzystaniem
urzadzenia utrzymujacego stata temperature ciektej pa-
rafiny. W konicowym etapie uzyskuje sie bloczki parafi-
nowe z zatopionymi w nich badanymi tkankami (ryc. 2).

Krojenie

Bloczki parafinowe musza zostac¢ pociete na fragmen-
ty za pomoca mikrotomu. Rozrézniane sa mikrotomy

Ryc. 3. Mikrotom saneczkowy
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saneczkowe (ryc. 3) oraz obrotowe z nieruchomym no-
zem. Ostrza moga by¢ stalowe, szklane, diamentowe
lub laserowe. Grubo$¢ skrawka ustawiana jest recz-
nie za pomoca $ruby lub automatycznie — najczesciej
w granicach 3—4 pm.

Bloczek parafinowy umieszcza sie w statywie mi-
krotomu i skrawa z niego skrawki o przekroju czwo-
rokata (ryc. 4, 5). Do niepozadanych efektéw wystepu-
jacych podczas tego procesu nalezy zaliczy¢ zwijanie
sie lub sklejanie sie skrawkdow lub ich uszkodzenie.
Efekty te mozna zminimalizowa¢ poprzez dobranie
dostatecznie niskiej temperatury bloczka parafino-
wego, ostrego noza mikrotomu oraz odpowiedniego
odwodnienia przed dalsza obrébka.

W kolejnym etapie skrawki parafinowe naklejane
na uprzednio przygotowane (silanizowane, rzadziej
nabiatkowane) szkietka podstawowe. W pierwszej fa-
zie naklejania skrawki umieszcza sie na powierzchni
cieptej wody wypetniajacej wanienke. Pod wptywem
podwyzszonej temperatury skrawki poczatkowo po-
marszczone rozprostowuja sie, nabierajac gtadkosci.
W tym momencie delikatnie naciaga sie je na szkietko

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

Ryc. 5. Okrojony bloczek parafinowy z widoczng powierzchnig
przekroju
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podstawowe (ryc. 6 i 7). Dodatkowo stosowac mozna
mieszanineg biatkowo-glicerolowo-tymolowa dla lep-
szego przyklejenia tkanki do szkietka.

Przyklejony do szkietka podstawowego skrawek
tkanki jest przepojony parafing, zatem jest hydrofo-
bowy. W tym stanie nie jest mozliwe jego zabarwienie,
bowiem wiekszo$¢ barwnikéw funkcjonuje w posta-
ci roztworéw wodnych. Konieczne jest zatem catko-
wite usuniecie ze skrawkéw parafiny, a nastepnie ich
nawodnienie. Odparafinowanie odbywa si¢ poprzez
umieszczenie szkietek w dwdch zmianach ksylenu,
natomiast nawodnienie w szeregu alkoholowym, zto-
zonym podobnie jak szereg odwadniajacy z roztworow
etanolu, jednak ustawionych w odwrotnej kolejnos-
ci, poczawszy od alkoholu absolutnego, az do 70%.
Z etanolu skrawki trafiaja do wody, skad moga by¢
bezposrednio przeniesione do roztwordw barwnikéw.

Najwazniejszg standardowa technikg obrazowania
histologicznego jest barwienie hematoksyling i eozy-
na (H-E). Jest to tzw. barwienie przegladowe, pozwa-
lajgce oceni¢ cato$¢ struktury tkanki poprzez kontra-
stowe zabarwienie cytoplazmy i jader komérkowych.

Chcac uczynic preparat trwatym, nalezy ponow-
nie pozbawi¢ go wody. Cel ten zostaje osiagniety przez
przeprowadzenia szkietek z zabarwionym skrawkiem
tkanki przez alkoholowy szereg odwadniajacy. W kon-
cowym etapie preparaty trafiajg do ksylenu, a nastep-
nie sg zamykane. Proces ten polega na naniesieniu na
powierzchnie skrawka kropli medium zamykajacego
(obecnie stosowane sg zywice syntetyczne, rzadziej
naturalny balsam kanadyjski) i delikatnym umiesz-
czeniu na nim szkietka nakrywkowego.

Podsumowanie

Prawidtowa obrébka tkanek od momentu pobra-
nia wycinka do momentu uzyskania preparatu na
szkietku podstawowym jest kluczowa dla uzyskania

wiarygodnego wyniku badan histopatologicznych.
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W zaleznoSci od typu materiatu oraz planowanych
badan i metod barwienia wskazane jest dobranie od-
powiedniej metody utrwalenia oraz przechowywania
materiatu. Wspoétpraca klinicysty z laboratorium na
kazdym etapie badania pozwala na najskuteczniejsze
postawienie diagnozy, dobranie leczenia czy ustale-
nie rokowania. Podstawowe metody badan przedsta-
wione w tym artykule wcigZ ewoluujq lub zostajq wy-
pierane przez nowe procedury i techniki.
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Ryc. 6. Wstazka skrawkow parafinowych na powierzchni wody
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