
stwierdzono żadnego szczepu opornego 
na ampicylinę i wankomycynę.

Informacje dotyczące oporności prze-
ciwdrobnoustrojowej enterokoków wy-
izolowanych od bydła w przypadku izola-
tów E. faecium nadesłały tylko 3 kraje UE 
(Austria, Estonia i Holandia) oraz Szwaj-
caria (zbadano łącznie 231 szczepów), na-
tomiast E. faecalis badano tylko w Austrii, 
Holandii i Szwajcarii (razem 264 izolaty). 
Największy odsetek szczepów opornych 
dotyczył tetracyklin (średnio odpowied-
nio 21 i 26% w odniesieniu do E. faecium 
i E. faecalis) oraz erytromycyny (odpowied-
nio 20 i 13% badanych izolatów). Z dru-
giej strony, w przypadku obu gatunków 
badanych drobnoustrojów nie stwierdzo-
no żadnego izolatu opornego na ampicy-
linę i wankomycynę.

Jak wspomniano, nieliczne informacje 
dotyczące oporności enterokoków izo-
lowanych z żywności pochodziły jedy-
nie z Danii i ze Szwecji. Wynika z nich, 
że w  tych krajach zbadano odpowied-
nio 145  i  17  izolatów E. faecium oraz 
59 i 81 szczepów E. faecalis wyosobnio-
nych z mięsa drobiowego. Szczepy E. fa-
ecium były oporne na tetracykliny (10% 
izolatów tylko w Danii), natomiast E. fa-
ecalis wykazywał wysoki stopień oporno-
ści na tę grupę antybiotyków w obu krajach 

(odpowiednio 46  i 41%). W przypadku 
pierwszego gatunku obserwowano duży 
odsetek izolatów opornych na erytromy-
cynę w Danii (21% szczepów), natomiast 
niski w Szwecji (tylko 6% badanych izola-
tów). W odniesieniu do E. faecalis w obu 
krajach poziom oporności na erytromy-
cynę był zbliżony (odpowiednio 17 i 23%). 
W obu krajach i w przypadku obu gatun-
ków enterokoków tylko niewielka grupa 
izolatów (lub żaden z nich) była oporna 
na ampicylinę i wankomycynę.

W Danii zbadano również 29 szczepów 
E. faecium i 84 izolaty E. faecalis pochodzą-
ce z mięsa wieprzowego i stwierdzono, że 
niektóre z nich były oporne na tetracykliny 
(odpowiednio 17 i 13% szczepów). W przy-
padku E. faecium duży odsetek (31%) wy-
kazywał oporność na erytromycynę, na-
tomiast w grupie E. faecalis stwierdzono 
tylko 1% takich izolatów. Nie stwierdzono 
żadnego szczepu opornego na ampicylinę 
lub wankomycynę.

W tym samym kraju oznaczano też an-
tybiotykooporność 20 szczepów E. faecium 
i 27 E. faecalis, obserwując stosunkowo wy-
soki odsetek (22%) izolatów opornych na 
tetracykliny w przypadku drugiego z tych 
gatunków drobnoustrojów. Pojedyncze 
izolaty wykazywały też oporność na ery-
tromycynę i  streptomycynę, natomiast 

wszystkie były wrażliwe na ampicylinę 
i wankomycynę.
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Bezsporną kwestią zarówno dla leka-
rzy weterynarii klinicystów, jak i zaj-

mujących się naukowymi aspektami on-
kologii weterynaryjnej jest fakt, że cho-
roba nowotworowa u małych zwierząt to 
jedna z częstszych przyczyn wizyt w pla-
cówkach zajmujących się leczeniem psów 
i kotów. Lepsza opieka właścicieli, dostęp-
ność komercyjnych karm idealnie dopaso-
wanych do potrzeb różnych grup zwierząt, 
a także fachowa i ogólnodostępna pomoc 
lekarsko-weterynaryjna sprawia, że małe 
zwierzęta towarzyszące człowiekowi czę-
ściej dożywają sędziwego wieku.

Biopsja cienkoigłowa aspiracyjna i nie-
aspiracyjna jest tanią, szybką i wiarygod-
ną techniką rozpoznawania nowotwo-
rów u zwierząt towarzyszących, w wielu 
przypadkach dającą możliwości ustalenia 

precyzyjnego rozpoznania. Do nowotwo-
rów, w których ta metoda diagnostycz-
na jest szczególnie przydatna należą guzy 
skóry, zmiany zlokalizowane w obrębie 
jamy ustnej, jamy nosowej, mięsaki okrą-
głokomórkowe bez względu na lokali-
zację, a w szczególności chłoniaki (1, 2). 
W jednym z badań wykazano bardzo wy-
soką wartość biopsji cienkoigłowej w roz-
poznawaniu guzkowatych zmian skóry 
i tkanki podskórnej; zgodność między wy-
nikami badania cytologicznego i histopa-
tologicznego w przypadku zmian wynio-
sła 90,9% (3). Niekiedy jednak, zwłaszcza 
w przypadkach zmian niskozróżnicowa-
nych, zastosowanie podstawowych bar-
wień cytochemicznych jest niewystarcza-
jące do postawienia rozpoznania. Wydaje 
się, że w takich przypadkach zastosowanie 

technik immunocytochemiczych byłoby 
szczególnie przydatne.

W przypadku cytologicznej oceny nie-
których tkanek rutynowe badanie cytopa-
tologiczne może nie być satysfakcjonują-
ce i niezbędne jest wprowadzanie nowych 
technik barwienia, które pozwalają usta-
lić lub sprecyzować wstępne rozpoznanie. 
Przykładowo, badanie cytopatologiczne 
bioptatów, pobranych pod kontrolą ultra-
sonografii, ze zmian ogniskowych obejmu-
jących śledzionę psów i kotów pozwala na 
ustalenie rozpoznania cytopatologicznego 
w 61,3% przypadków, co może wydawać się 
wynikiem niezadowalającym (4).

Immunohistochemia (IHCH) jest tech-
niką barwień o  szerokim zastosowaniu 
w rozpoznawaniu chorób zwierząt i ludzi, 
o szczególnym znaczeniu w onkologii kli-
nicznej. Podstawą tej metody jest reakcja 
wykrycia obecnego w tkance lub komórce 
antygenu dzięki zastosowaniu odpowiednio 
dobranych przeciwciał. W pierwszej kolej-
ności stosowane specyficzne przeciwciała 
mono- lub poliklonalne wiążą się swoiście 
z antygenami obecnymi w badanym mate-
riale (receptory, hormony, składniki struk-
tury komórki itp.), a następnie te związane 
przeciwciała są traktowane przeciwciałami 
wtórnymi, oznakowanymi w taki sposób, 
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żeby uwidocznić miejsce reakcji antygen 
– przeciwciało (Ag-Ab). Najczęściej prze-
ciwciała wtórne są oznaczone za pomo-
cą enzymów lub fluorochromów. W tym 
pierwszym przypadku dodanie do układu 
substratu dla enzymu powoduje zaistnie-
nie reakcji, w efekcie której w miejscu kon-
taktu przeciwciała z poszukiwanym anty-
genem pojawia się barwny produkt moż-
liwy do zaobserwowania w mikroskopie 
świetlnym.

Barwienia immmunohistochemiczne 
pozwalają zidentyfikować różne białka zlo-
kalizowane w obrębie komórek zdrowych 
i chorobowo zmienionych. W ten sposób 
można też potwierdzić występowanie pa-
togenów, których obecność jest brana pod 
uwagę. Zaletą barwienia immunocytoche-
micznego jest to, że, oprócz stwierdzenia 
braku lub obecności poszukiwanego anty-
genu, daje ona możliwość oceny nasilenia 
reakcji (ekspresja słaba do silnej), a tym sa-
mym ilości badanego antygenu, jej lokali-
zacji w obrębie badanej tkanki czy komórki 
(ryc. 1). Barwienia immunohistochemiczne 
w rozpoznawaniu nowotworów zwierząt 
wykorzystuje się najczęściej celem okre-
ślenia pochodzenia guza – histogenezy. 
Zastosowanie odpowiednich przeciwciał 
przeciwko filamentom pośrednim umoż-
liwia zakwalifikowanie danego rozrostu do 
odpowiedniej grupy histogenetycznej, np. 
komórki nabłonkowe wykazują ekspresję 
cytokeratyny, komórki mezenchymalne 
charakteryzują się pozytywną reakcją na 
wimentynę, komórki mięśniowe wykazu-
ją ekspresję desminy, miocyty gładkie tak-
że aktyny mięśni gładkich (smooth musc-
le action – SMA), a komórki glejaków – 
kwaśne białko gleju itp.

Badanie immunocytochemiczne

Zasada badania immunocytochemiczne-
go (ICCH) jest identyczna, jak badania 

immunohistochemicznego, przy czym bar-
wienie prowadzi się nie na skrawkach tka-
nek, ale na rozmazach komórek pobranych 
w toku różnych procedur, np. biopsji cien-
koigłowej, aspiracji płynu. Preparaty cy-
tologiczne utrwala się przez 5–10 minut 
w zimnym acetonie (4°C) i poddaje pro-
cedurze barwienia lub przechowuje w za-
mrażarce (temp. –25°C). Zaletą badania 
jest mała inwazyjność procedury pobiera-
nia materiału oraz fakt, że wynik barwienia 
może być uzyskany już po kilku godzinach. 
Barwieniu można też poddać preparaty 
wcześniej zabarwione, co jest niezwykle 
istotne w sytuacji, gdy dysponujemy małą 
liczbą rozmazów, a obraz mikroskopowy 
nie daje jednoznacznej odpowiedzi odno-
śnie do charakteru rozrostu. Autorzy z po-
wodzeniem wykorzystywali rozmazy osadu 
komórkowego z jam ciała barwione wcze-
śniej za pomocą barwnika Giemsy do oce-
ny ekspresji w komórkach desminy i cyto-
keratyny (ryc. 2). Oceniano także możliwość 
wykrywania ekspresji receptorów estroge-
nowych i progesteronowych w rozmazach 
pobranych z guzów gruczołu sutkowego, 
które były wcześniej zabarwione metodą 
Papanicolau. Wyniki tych barwień porów-
nano z barwieniem immunohistochemicz-
nym guzów usuniętych chirurgicznie, jed-
nak stwierdzono stosunkowo niską zgod-
ność między barwieniem ICCH i IHCH, 
która wynosiła 50% dla receptorów estro-
genowych i  jedynie 29% dla receptorów 
progesteronowych (5).

Zastosowanie immunocytochemii 
w onkologii weterynaryjnej

Ocena pochodzenia komórek

Najpowszechniejszym zastosowaniem 
immunocytochemii w onkologii wetery-
naryjnej jest określenie histogenetycz-
nego pochodzenia komórek w badanych 

rozmazach. W  obrazie cytologicznym 
wiele komórek wykazuje bardzo podob-
ną morfologię, nawet wtedy, gdy ich hi-
stologiczne pochodzenie jest odmienne. 
Szczególnie odnosi się to do komórek no-
wotworowych, których w wyniku zmian 
genetycznych morfologia jest dodatko-
wo mniej typowa dla miejsca pochodze-
nia. W takiej sytuacji zastosowanie prze-
ciwciał wykrywających filamenty pośred-
nie charakteryzujące poszczególne typy 
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The purpose of this paper was to describe the use 
of immunocytochemistry in veterinary oncology. Cy-
topathology is important and useful method of pre-
surgical examination of the mass considered as ne-
oplastic. It is simple, cheap, of low invasiveness and 
results are obtained quickly, however not in all cases 
are unequivocal. Immunocytochemistry seems to be 
method of choice in confirmation of presumable di-
agnosis of routine cytopathological examination in 
veterinary oncology. Application of specific antibod-
ies that recognize expression of epithelial (cytokera-
tin) or mesenchymal (vimentin) cells’ markers allow 
to diagnosis of epithelial or mesenchymal tumors 
to be established. Additionally, other clinically im-
portant information can be obtained, for example 
estrogen receptors status, surviving and P-glycopro-
tein expression within neoplastic cells and also im-
munophenotyping of canine lymphomas can be eas-
ily established by immunocytochemistry.
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Ryc. 1. Różne nasilenie brązowej barwy w komórkach gruczolakoraka 
wskazuje na różną ekspresję cytokeratyny w komórkach nowotworu. Barwienie 
immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał przeciwko cytokeratynie; 
powiększenie 400 ×

Ryc. 2. Obraz cytopatologiczny gruczolakoraka gruczołu sutkowego z rozsiewem do jamy 
klatki piersiowej u psa – rozpoznanie postawiono na podstawie barwienia rutynowego 
preparatów barwionych barwnikiem Giemsy. Preparaty zostały odbarwione metanolem 
i zabarwione immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał przeciwko 
cytokeratynie; brązowa barwa świadczy o ekspresji tych filamentów pośrednich, a tym
samym potwierdza nabłonkowe pochodzenie guza; powiększenie 400 ×
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komórek daje jednoznaczną odpowiedź, 
czy komórka wywodzi się z nabłonka, me-
zenchymy lub tkanki barwnikotwórczej lub 
też gdy wykazuje cechy złośliwości cytolo-
gicznej, czy jest komórką raka (ryc. 3), mię-
saka lub czerniaka.

Barwienie immunocytochemiczne było 
z powodzeniem stosowane w rozpoznawa-
niu czerniaków u psów (6). W badaniach 
oceniano możliwość użycia przeciwciała 
przeciwko antygenowi Melan-A do wy-
krywania guzów pozbawionych melaniny 
(czerniaków amelanotycznych), czyli tych, 
które sprawiają największe trudności dia-
gnostyczne (ryc. 4 i 5). W dodatku komórki 
czerniaka mogą przybierać wygląd komó-
rek mezenchymalnych (mięsakowych) lub 
nabłonkowych (rakowych), co może utrud-
niać różnicowanie tych nowotworów. Jak 
wykazały przeprowadzone badania, bar-
wienia immunohistochemiczne z zastoso-
waniem przeciwciał anty-Melan-A cechuje 

się wysoką specyficznością w stosunku do 
komórek pochodzenia melanocytarnego, 
w tym komórek czerniaka (6).

Rozrosty komórek międzybłonka (me-
zotelium wyściełające błony surowicze) 
mogą stanowić wyzwanie diagnostyczne 
z dwóch powodów. Po pierwsze trudne 
może być odróżnienie niezłośliwych (od-
czynowych) rozrostów tych komórek i no-
wotworów (międzybłoniaków), a po drugie 
poważne trudności może sprawić odróżnie-
nie rozsianego międzybłoniaka od rozsiane-
go do jamy surowiczej raka, a w szczególno-
ści gruczolakoraka. W rozwiązywaniu tego 
pierwszego problemu pomocne może być 
barwienie immunocytochemiczne wykry-
wające ekspresję CD146 (jedna z cząstek 
adhezyjnych), która zwiększa się wraz ze 
wzrostem złośliwości niektórych nowotwo-
rów złośliwych u ludzi (czerniaków, raków 
prostaty czy jajnika). Wykazano, że barwie-
nie rozmazów płynu, który gromadzi się 

w przebiegu procesów rozrostowych mię-
dzybłonka z zastosowaniem przeciwciał 
anty CD146 umożliwia odróżnianie komó-
rek złośliwej mezoteliomy od międzybłon-
ka odczynowego (rozrostu niezłośliwego) ze 
100% specyficznością (7). Pomocne w od-
różnianiu rozsianych do jam ciała gruczo-
lakoraków od odczynowego międzybłon-
ka i międzybłoniaków jest ICCH z zastoso-
waniem przeciwciał przeciwko filamentom 
pośrednim cytokeratyny i wimentyny. Ko-
mórki guzów nabłonkowych (w tym raków 
i gruczolaków) niezmiennie wykazują re-
akcje z cytokeratyną i nie powinny jej wy-
kazywać w stosunku do wimentyny. Z ko-
lei komórki międzybłonka aktywowanego 
oraz komórki miedzybłoniaków wykazują 
ekspresje zarówno cytokeratyny, jak i wi-
mentyny. Spośród innych przeciwciał, któ-
re stosowano w celu identyfikacji komórek 
międzybłoniaka należy wymienić też: kalre-
tyninę, antygen rakowo-zarodkowy, trom-
bomodulinę i białko guza Wilmsa (Wilms 
tumor protein-1; 7, 8, 9, 10, 11).

W przypadku naczyniaków krwiono-
śnych mięsakowych pomocne może być 
barwienie z zastosowaniem przeciwciał 
przeciwko czynnikowi VIII (czynnik von 
Willebranda), który jest markerem komó-
rek śródbłonka naczyniowego. W biopta-
tach cienkoigłowych komórki naczynia-
komięsaka wykazują często morfologię 
atypowych komórek mezenchymalnych 
(komórek mięsaka), a ponadto mogą być 
bardzo nieliczne, co czyni rozpoznanie 
cytologiczne trudnym (12). Odróżnianie 
HSA od mięsaków jest niezwykle istotne 
z punktu widzenia klinicznego, bowiem ro-
kowanie, a także proponowane schematy 
postepowania są w obu przypadkach inne. 
Pomocne w takich przypadkach mogą być 
właśnie barwienia z użyciem przeciwciał 
przeciwko czynnikowi VIII oraz antyge-
nom CD31 i CD34 (12, 13).

Nie do przecenienia dla lekarza planu-
jącego leczenie pacjenta z  rozpoznanym 

Ryc. 3. Obraz cytopatologiczny gruczolakoraka gruczołu sutkowego z rozsiewem do jamy klatki piersiowej u psa 
– widać silną ekspresję cytokeratyny (barwa brązowa). Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem 
przeciwciał przeciwko cytokeratynie; powiększenie 400 ×

Ryc. 4. Obraz cytopatologiczny niskozróżnicowanego guza jamy ustnej u psa – silna 
atypia jądrowa, bardzo wyraźne i duże jąderka komórkowe sugerują melanocytarne 
pochodzenie rozrostu, chociaż brak ziaren melaniny nie pozwala na jednoznaczne 
rozpoznanie czerniaka. Barwienie barwnikiem Giemsy; powiększenie 400 ×

Ryc. 5. Ten sam przypadek, co na ryc. 4 – barwienie immunocytochemiczne 
z zastosowaniem przeciwciała anty-Melan-A pozwala wykazać cytoplazmatyczną 
ekspresję (barwa brązowa) tego antygenu swoistego dla komórek pochodzenia 
melanocytarnego i tym samym potwierdza rozpoznanie czerniaka; powiększenie 400 ×

Prace poglądowe

568 Życie Weterynaryjne • 2012 • 87(7)



złośliwym guzem jest określenie stadium 
zaawansowania choroby, a w szczególno-
ści ocena występowania przerzutów do 
regionalnych węzłów chłonnych i narzą-
dów odległych. Badanie cytopatologiczne 
węzła chłonnego regionalnego w stosun-
ku do rozpoznanego nowotworu jest pod-
stawowym badaniem w takich przypad-
kach i stosunkowo często (choć nie zawsze 
jest to możliwe) pozwala ustalić, czy wę-
zeł chłonny u danego pacjenta jest zajęty 
przez komórki nowotworowe czy nie (1). 
Jednak w niektórych przypadkach liczba 
komórek nowotworowych w obrębie za-
jętego węzła jest niewielka, a  ich wykry-
cie w preparatach barwionych metoda-
mi rutynowymi bardzo trudne lub wręcz 
niemożliwe. Barwienie immunocytoche-
miczne rozmazów pobranych z węzła, co 
do którego istnieje prawdopodobieństwo, 
że jest on siedliskiem nielicznych komórek 
nowotworowych (niepowiększony makro-
skopowo węzeł w sąsiedztwie guza o wy-
sokiej skłonności do dawania przerzutów) 
pozwala na wykrycie nawet pojedynczych 
komórek guza pośród licznych komórek 
utkania limfatycznego węzła (ryc. 6). Z do-
świadczeń własnych wynika, że do guzów, 
w których ICCH wydaje się najbardziej 
przydatna w kwestii wykrywania komó-
rek nowotworowych w węzłach chłonnych 
są raki (ekspresja cytokeratyny) i czerniaki 
(ekspresja antygenu Melan-A).

Ocena komórek tkanki hemolimfatycznej

Określenie występowania określonych czą-
stek różnicowania (clusters differentation 
– CD) na komórkach układu hemolimfa-
tycznego pozwala nie tylko na stwierdze-
nie, jaki typ czy podtyp komórek jest obec-
ny w preparacie cytologicznym (immuno-
fenotypowanie), ale także pozwala ustalić 
stadium zróżnicowania komórek. Jak wy-
kazały przeprowadzone badania, istnieje 
ścisła korelacja pomiędzy oceną immuno-
fenotypu komórek chłoniaka u psów okre-
ślanego za pomocą badania immunocyto-
chemicznego i immunohistochemicznego 
(2, 14, 15). Barwienia immunocytoche-
miczne to doskonała i czuła metoda oceny 
immunofenotypu komórek chłoniaka za-
równo u ludzi, jak i u zwierząt. Dodatko-
wo metodę tę można stosować do odróż-
niania guzów pochodzenia limfocytarne-
go od innych guzów (szczególnie mięsaków 
okrągłokomórkowych – niskozróżnicowa-
nych guzów z komórek tucznych, guzów 
histiocytarnych, a także niektórych czer-
niaków amelanotycznych i raków). Immu-
nofenotypowania komórek chłoniaka moż-
na dokonać w oparciu o badanie immuno-
cytochemiczne aspiratów cienkoigłowych 
(ryc. 7), jak również drogą cytometrii prze-
pływowej. Jak wykazały badania, pierw-
sza metoda ma przewagę nad badaniem 

cytometrycznym, ponieważ pozwala do-
konać analizy w oparciu o mniejszą próbkę 
komórek, co wydaje się szczególnie atrak-
cyjne, w przypadkach gdy węzły chłonne 
u pacjenta z chłoniakiem ulegają martwi-
cy, co jest dość częstym zjawiskiem (16).

Podstawowe markery limfocytów B i T 
(odpowiednio CD 79α i CD3) pozwalają na 
określenie pochodzenie chłoniaka, a odpo-
wiedni ich zestaw (dodatkowo CD8, CD4, 
CD21 itd.) daje możliwość ustalenia immu-
nofenotypu komórek guza, co może być 
i zazwyczaj jest istotne w prognozowaniu 
przebiegu choroby i reakcji na leczenie (2, 
16, 17 18). Barwieniu można poddać kla-
syczne rozmazy cytologiczne pobranego 

drogą biopsji cienkoigłowej, zagęszczone 
wirowaniem zawiesiny komórkowej (tzw. 
cytospiny); preparaty można też poddać 
barwieniu w automatycznych aparatach do 
barwienia (2, 18). Powszechnie stosowaną 
metodą oceny immunofenotypu komórek 
limfocytarnych jest analiza za pomocą cy-
stometrii przepływowej, kiedy materiał do 
badań można pobierać z krwi obwodowej, 
jak i drogą aspiracji powiększonych węzłów 
chłonnych (17, 19, 20). Ocena immunofe-
notypu w przypadku przewlekłej białacz-
ki limfocytarnej jest istotnym czynnikiem 
rokowniczym i, co interesujące, przepro-
wadzone badania wskazały, że psy z bia-
łaczką z komórek T mają większą szansę 

Ryc. 6. Obraz cytopatologiczny przerzutu raka płaskonabłonkowego jamy ustnej do węzła chłonnego 
żuchwowego u psa. Pośród limfocytów węzła chłonnego (jasnofioletowe struktury) widoczna jedna komórka 
wykazująca ekspresję cytokeratyny (brązowa barwa cytoplazmy), co daje podstawę do rozpoznania zajęcia 
węzła chłonnego przez raka. Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał przeciwko 
cytokeratynie; powiększenie 200 ×

Ryc. 7. Obraz cytopatologiczny chłoniaka z małych limfocytów T u psa. Ekspresja antygenu CD3 (barwa brązowa) 
w praktycznie wszystkich widocznych komórkach rozmazu wskazuje na immunofenotyp T rozrostu. Barwienie 
immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał przeciwko antygenowi CD3; powiększenie 200 ×
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na długoterminowe okresy przeżycia niż 
pacjenci z białaczką B komórkową (21).

Do nowotworów, których rozpoznanie 
wymaga najczęściej zastosowania dodat-
kowych metod różnicowania należą roz-
rosty z histiocytów i komórek histiocy-
topodobnych. Zastosowanie przeciwciał 
skierowanych przeciwko podjednostkom 
cząstek adhezyjnych typowych dla mo-
nocytów-histiocytów, np. CD11d, CD18, 
CD163, CD204, a także lizozymu i cząstek 
MHC klasy II, pozwala potwierdzić pocho-
dzenie komórek, np. w niskozróżnicowa-
nym mięsaku histiocytarnym czy histio-
cytozie odczynowej (22, 23, 24, 25). W li-
teraturze opisano zastosowanie barwienia 
immunocytochemicznego cytospinów pły-
nu mózgowo-rdzeniowego u psów z mię-
sakiem histiocytarnym zlokalizowanym 
w obrębie ośrodkowego układu nerwowe-
go (26). Według opinii autorów takie bar-
wienie dało jedyną możliwość rozpozna-
nia tego trudnego diagnostycznie rozrostu 
w trakcie badań przedoperacyjnych, mimo 
jego wyjątkowo „niekorzystnej” lokalizacji. 
Płyn mózgowo-rdzeniowy po pobraniu zo-
stał poddany wirowaniu, a barwieniu pod-
dano rozmazy z osadu komórkowego. Roz-
mazy zabarwiono zestawem przeciwciał 
monoklonalnych: CD1c, CD11b, CD11c, 
CD11d, CD3, CD18, CD79 alfa, wimen-
tynie i pancytokeratynie. Komórki nowo-
tworowe wykazywały silną ekspresję an-
tygenu CD1c, CD11c, CD18  i wimenty-
ny, jednocześnie nie wykazywały ekspresji 
markerów typowych dla limfocytów (CD3, 
CD79 alfa), czy komórek pochodzenia na-
błonkowego (26), co dało podstawę do roz-
poznania złośliwego rozrostu pochodze-
nia histiocytarnego (rozsianego mięsaka 
histiocytarnego).

Niekiedy problemem diagnostycznym 
może być odróżnianie niskozróżnicowa-
nych guzów z komórek tucznych od mię-
saków okrągłokomórkowych, rozrostów 
histiocytarnych, a nawet niektórych chło-
niaków. W badaniach immunohistoche-
micznych przeprowadzonych na 48 przy-
padkach guzów z komórek tucznych, o róż-
nym stopniu złośliwości rozpoznanych 
u psów, wykazano wysoką przydatność 
przeciwciał monoklonalnych (klon O10) 
reagujących z antygenem CD1a jako mar-
kera komórek tucznych u psów, bez wzglę-
du na stopień złośliwości komórek guza 
(27). Autorzy używali przeciwciał swo-
istych dla komórek ludzkich i, co ciekawe, 
o ile u ludzi antygen CD1a jest markerem 
komórek Langerhansa w przypadku skór-
nej histiocytozy, o tyle u psów swoiście wy-
barwia komórki tuczne i jednocześnie nie 
reaguje z komórkami dendrytycznymi, hi-
stiocytami, komórkami plazmatycznymi, 
komórkami czerniaków amelanotycznych 
i limfocytami (27).

Ocena proliferacji komórek

Intensywność proliferacji komórek 
nowotworowych jest w wielu przypad-
kach istotnym wyznacznikiem złośliwości 
guza, na podstawie którego można okre-
ślać rokowanie. Dobrym przykładem jest 
tu guz z  komórek tucznych, w  których 
ocena odsetka komórek będących w cy-
klu podziałowym oznaczonych za pomo-
cą przeciwciał MIB-1, wykrywających an-
tygen Ki67 (antygen jąder komórek dzie-
lących się; ryc. 8) koreluje z rokowaniem. 
Odsetek komórek Ki67 dodatnich ozna-
czony immunochemicznie w  mastocy-
tomach o  różnym stopniu złośliwości 

histologicznej usuniętych chirurgicznie 
koreluje ze stopniem złośliwości histo-
logicznej i  pozwala przewidzieć długo-
okresowe wyniki leczenia (28). Dodatko-
wo, badanie wykazało, że odsetek komó-
rek Ki67 dodatnich był znacząco wyższy 
u psów, które padły z powodu mastocy-
tomy, niż u tych, u których zabieg chirur-
giczny skutkował wyleczeniem (śmierć 
zwierząt nie była związana z nowotwo-
rem; 28).

Ocena proliferacji komórkowej w pre-
paratach cytologicznych, mierzona za po-
mocą barwienia z użyciem przeciwciała 
MIB-1, była także z powodzeniem stoso-
wana do cytologicznej oceny chorób wą-
troby. Odsetek komórek Ki67 dodatnich 
w próbkach pobranych z nowotworów wą-
troby we wszystkich przebadanych przy-
padkach był większy niż 50%. W prepara-
tach cytologicznych pobranych z wątrób 
objętych procesem nienowotworowym 
komórki zazwyczaj nie wykazywały do-
datniej reakcji lub też reakcja była obec-
na w niewielkim odsetku komórek (29). 
Autorzy tego badania konkludują, że po-
łączenie rutynowej cytologii z badaniem 
immunocytochemicznym bioptatów wą-
troby pozwala na zdecydowaną poprawę 
skuteczności rozpoznawania nowotwo-
rów złośliwych tego narządu, przy zmini-
malizowanej inwazyjności postępowania 
diagnostycznego (29). Podobne wnioski 
płyną z innych badań, w którym przed-
miotem były nowotwory gruczołu sutko-
wego u suk, a więc guzy niezwykle roz-
powszechnione u psów. Tradycyjna cy-
topatologiczna diagnostyka guzów sutka 
u zwierząt rzadko umożliwia przedope-
racyjne odróżnienie zmian o charakterze 
niezłośliwym od gruczolakoraków i bywa 
wyzwaniem nawet dla doświadczonego 
cytopatologa. Podobnie jak w przypad-
ku badań immunohistochemicznych oce-
na nasilenia proliferacji komórek w pre-
paratach cytologicznych, określająca eks-
presję antygenu Ki67, w dużym stopniu 
koreluje z  charakterem rozrostu, a  tak-
że rokowaniem (30). Przeprowadzone 
badania wykazały istotną statystycznie 
różnicę w wartości indeksów prolifera-
cyjnych mierzonych za pomocą barwie-
nia Ki67 pomiędzy guzami niezłośliwy-
mi i  złośliwymi. Dodatkowo wykazano 
też, że w przypadkach o najwyższych in-
deksach proliferacyjnych częściej obser-
wowano przerzuty, częściej śmierć zwie-
rząt była wynikiem nowotworu, a  tak-
że obserwowano krótszą długość okresu 
przeżycia (30).

Inne zastosowania immunocytochemii

Immunocytochemiczna ocena wystę-
powania receptorów estrogenowych 
w komórkach rozrostów może znaleźć 

Ryc. 8. Obraz cytopatologiczny chłoniaka z dużych limfocytów u psa. Widoczna ekspresja antygenu Ki67 (barwa 
brązowa) w obrębie jąder komórkowych większości komórek wskazuje na wysoki potencjał proliferacyjny, a tym 
samym wysoki stopień złośliwości rozrostu. Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciała 
MIB-1; powiększenie 400 ×
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zastosowanie w  określaniu rokowania 
oraz potencjalnej odpowiedzi na leczenie 
z użyciem antyestrogenów. Liczne bada-
nia prowadzone nad guzami sutka u suk 
wykazały zależność między jądrową eks-
presją receptorów dla estrogenów a stop-
niem złośliwości nowotworu (31). Ekspre-
sja receptorów estrogenowych – α (ER-α) 
była istotnie niższa w guzach złośliwych 
w porównaniu do zmian niezłośliwych, 
a  także w zmianach z większym nasile-
niem proliferacji komórek (tym samym 
bardziej agresywnym charakterem no-
wotworu; 31). Ekspresja ER-α była tak-
że niższa w przypadku gruczolakoraków, 
w przebiegu których doszło do powsta-
nia przerzutów do regionalnych węzłów 
chłonnych lub/i  rozwinęły się przerzu-
ty, w porównaniu do tych guzów złośli-
wych, w których zajęcia węzłów chłon-
nych lub/i przerzutów nie obserwowano 
(31). Oceny ekspresji receptorów estroge-
nowych, ale też i progesteronowych moż-
na próbować dokonać na podstawie bar-
wienia immunocytochemicznego w roz-
mazach uprzednio zabarwionych innymi 
metodami, jak np. metodą Papanicolau, 
czy barwnikiem Giemsy (5).

Potencjalne korzyści dla pacjentów 
z rozpoznanym nowotworem, u których 
rozważa się chemioterapię, może przynieść 
immunocytochemiczna ocena występowa-
nia glikoproteiny P (P-gp), która jest wią-
zana z występowaniem oporności wielo-
lekowej komórek nowotworowych. P-gp 
jest pompą zlokalizowaną w błonie komór-
kowej, która odpowiada za wypompowy-
wanie z komórki różnych ksenobiotyków, 
w tym leków stosowanych w chemioterapii, 
co skutkuje opornością. Obecność gliko-
proteiny P wykazano w wielu złośliwych 
guzach nowotworowych u psów (guzy gru-
czołu sutkowego, chłoniak) i kotów (w tym 
guzów gruczołu sutkowego, chłoniakach, 
guzach z komórek tucznych, rakach pła-
skonabłonkowych; 32, 33, 34).

Białkiem, które poprzez hamowanie 
apoptozy odgrywa istotną rolę w procesach 
proliferacji i przeżycia komórek oraz często 
ulega ekspresji w komórkach nowotworo-
wych jest surwiwina. Badania immunohi-
stochemiczne wykazały jej stosunkowo wy-
soką aktywność nie tylko w prawidłowych 
proliferujących tkankach, ale także w roz-
rostach złośliwych, między innymi w chło-
niakach (35). Taką ekspresję wykryto w co 
najmniej 5% komórek badanych chłonia-
ków, niezależnie od podtypu rozrostu. Co 
więcej, w badaniach immunocytochemicz-
nych wykazano, że wysoka ekspresja sur-
wiwiny w komórkach chłoniaków może 
być traktowana jako marker wczesnego 
nawrotu choroby po leczeniu chemiote-
rapeutycznym (36).

Małoinwazyjne metody pobierania ma-
teriału, stosunkowo niski koszt i krótki 

czas oczekiwania na wyniki takiego bada-
nia sprawiają, że barwienie immunocy-
tochemiczne rozmazów cytologicznych 
wydaje się doskonałą alternatywną dla 
przedoperacyjnego badania histopatolo-
gicznego. Jak przedstawiono powyżej, ta 
metoda diagnostyczna nie tylko pozwala 
na sprecyzowanie rozpoznania, ale także 
może wnieść wiele potencjalnie istotnych 
informacji i to odnośnie do możliwości le-
czenia, jak i rokowania.
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