Histokemijske metode bojenja u dijagnostici kronic¢nih
granulomatoznih upalnih bolesti

Biondié¢, Nina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Applied Health Sciences / Zdravstveno veleuciliste

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:139:160489

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-25

Repository / Repozitorij:

Sveznalica

AN §epér

rd i r.ns k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLI


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:139:160489
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://sveznalica.zvu.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/zvu:9204
https://dabar.srce.hr/islandora/object/zvu:9204

ZDRAVSTVENO VELEUCILISTE
STRUCNI PRIJEDIPLOMSKI STUDIJ MEDICINSKO LABORATORIJSKE DIJAGNOSTIKE

NINA BIONDIC

HISTOKEMIJSKE METODE BOJENJA U DIJAGNOSTICI KRONICNIH
GRANULOMATOZNIH UPALNIH BOLESTI

ZAVRSNI RAD

ZAGREB, 2024.



ZDRAVSTVENO VELEUCILISTE
STRUCNI PRIJEDIPLOMSKI STUDIJ MEDICINSKO LABORATORIJSKE DIJAGNOSTIKE

HISTOKEMIJSKE METODE BOJENJA U DIJAGNOSTICI KRONICNIH
GRANULOMATOZNIH UPALNIH BOLESTI

ZAVRSNI RAD

NINA BIONDIC Dr. sc. IVANA ILIC, prof.v.s.

ZAGREB, 2024.



Sadrzaj

I U1 o ] PO OO U PP PTPRTOPPOPRRR 1
2. HISTOKEMUSKE METODE BOJENJA ......cooiiiiiiiiieeteesteete ettt ettt st st ettt et s be e 2
2.1. LG =10 1 Lt T OO PP PP PP 3
2.2, P AS .ttt ettt e bt e bt e e he e eh et ea et eate e bt e eh e e e h e e eate e be e bt e beenheeeateeateentean 5
2.3. GIMIS ettt et he e bt e h e e e bt e bt e bt e bt e b e e e he e eat e e bt e beeeheeeatesabe e beebeeaes 8
24. ZIEhIINEEISEN........oeiiee ettt ettt sat e st et b e b e s beesaee et as 12
2.5. WaArthin — STAITY ... .o e e e e et e e e e s eata e e e e ataeeeessaeeesntaeeesnasaneeans 14
2.6. SEEINEE I STRINEI ... et e e s e e s e e e s nneeeeeas 17
3. GRANULOMATOZNE UPALE...........cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e eeeeasasananens 21
3.1. TUBEIKUIOZA. ...ttt ettt e s bt e s b e e sabe e s bt e e sareesabeeeaees 22
3.2. SArKOIAOZA ...ttt ettt he e st sttt b e b b saeeeare s 24
3.3. GlIVIENE INFEKCIJE .....ooeeeeiieeeeeee et e et e e e et e e e s e bae e e e ebreeeeennes 26
3.4. TOKSOPIAZIMOZA......ccceeeiiiiiee e e e st e e s be e e s s sbe e e e s abeeeesnraeessnseeas 29
3.5. BrUCEIOZA ...ttt et st e s b e e s bt e s be e e it e e s be e e s abe e sabeesbeeesbeeeane 30
3.6. R L T4 o TN AT = o TR 31
B, ZAKLIUCAK.......couiiriiiiiiii ittt bbb 33

5. LITERATURA ... .o bbb s bbb a s sb e saae s 34



SAZETAK

Granulomatozna upala poseban je oblik kroni¢ne upale, a oCituje se stvaranjem granuloma
sacinjenih od makrofaga i limfocita, no postoje i dodatna obiljeZja koja su manje ili vise
karakteristicna za odredene bolesti. Stvaranje granuloma moZe biti potaknuto mikroorganizmima
kao Sto su Mycobacterium tuberculosis, gljivice, Toxoplasma gondii, Brucella melitensis kao i
neinfektivnim uzrocima poput sarkoidoze i reakcijom na strano tijelo. U granulomatoznoj upali
uzrokovanoj M. tuberculosis i H. capsulatum nalazimo kazeozne granulome. Nekazeozne
granulome nalazimo kod sarkoidoze, a supurativne granulome kod nekih bakterijskih infekcija.
Zaostane li u organizmu strano tijelo dodi ¢e do stvaranja granuloma stranog tijela. S obzirom na
to da sama pojava granuloma nije dovoljno specifican patohistoloski nalaz, za identifikaciju
uzrocnika i postavljanje ispravne dijagnoze u svrhu olak$avanja mikroskopske analize koriste se
histokemijske metode bojenja. Prije samog bojenja potrebno je uzeti odgovarajuéi uzorak tkiva,
transportirati ga do histoloskog laboratorija, fiksirati ga, a zatim slijedi preuzimanje, prozimanje,
uklapanje, rezanje pa bojenje. Nakon bojenja slijedi pokrivanje, pregled s postavljanjem dijagnoze
i arhiviranje. Histokemijske metode bojenja upotrebljavaju se za isticanje i razlucivanje pojedinih
strukturnih komponenti tkiva i organa, a temelje se na specificnim kemijskim reakcijama ili na
jakom uzajamnom afinitetu za povezivanjem medu molekulama. Upotrebljavaju se organski
spojevi koji mogu biti kiseli ili bazicni te imaju afinitet za stvaranje elektrostatskih veza s
ioniziranim radikalima u tkivima. U dijagnostici granulomatoznih bolesti koriste se bojenje po
Giemsi za prikaz zavojitih bakterija i protozoja kao Sto je toksoplazma, kombinacija perjodne
kiseline i Schiffovog reagensa (PAS) te impregnacija srebra po Gomoryju (GMS) za prikaz gljivica
kao Sto su Candida ili Pneumocystis, bojenje po Ziehl-Neelsenu za dokaz acidorezistentnih
Stapicastih bakterija kao M. tuberculosis, Warthin-Starry te Steiner i Steiner metoda za prikaz
spiroheta i B. henselae. Pravilna identifikacija uzro¢nika granulomatozne upale od izuzetne je
vaznosti za postavljanje ispravne dijagnoze koja je temelj odabira odgovarajuée terapije, Sto je

klju¢no za uspjesno lijecenje pacijenata.

Kljuéne rijeci: histokemijska bojanja, Giemsa, PAS, GMS, granulomatozne upale, granulomi



1. UVOD

Granulomatozna upala vrsta je kroni¢ne upale koju karakterizira stvaranje granuloma.
Granulomi su histoloski gradeni od makrofaga i limfocita, a ponekad se mogu nadiidruge kroni¢ne
upalne stanice poput plazma stanica (1). Najc¢eSée kroni¢ne granulomatozne bolesti su
tuberkuloza, sarkoidoza, gljivicne infekcije, toksoplazmoza, bruceloza ili reakcija na strano tijelo u
organizmu (1,2).

U bolestima kao Sto je tuberkuloza, gljiviéne infekcije, toksoplazmoza i bruceloza granulomi
su potaknuti mikrobioloSkom upalom, odnosno infekcijom. Kod sarkoidoze, Crohnove bolesti i
zaostajanja stranog tijela u organizmu nastanak granuloma nije infektivne etiologije iako se
zapravo kod sarkoidoze i Crohnove bolesti josS ne zna uzrok ili uzroénik koji potice stvaranje
granuloma(1,3). lako su histoloski u svim navedenim bolestima granulomi gradeni od histiocita i
limfocita, ponekad postoje i dodatna obiljezja koja su vise ili manje karakteristicna za odredene
bolesti pa tako kazeozne granulome, odnosno granulome s kazeoznom nekrozom u sredistu
nalazimo kod infekcije M. tuberculosis i H. capsulatum, dok nekazeozne granulome nalazimo kod
sarkoidoze. U granulomima stranog tijela nalazimo multinuklearne orijaske stanice koje u svojim
citoplazmama sadrze strano tijelo (1). S obzirom na to da granulom nije dijagnoza niti dovoljno
specifican patohistoloski nalaz bitno je utvrditi uzrok nastanka granuloma zbog postavljanja
ispravne dijagnoze te izbora pravilnog lije¢enja.

U svrhu olaksavanja mikroskopske analize koriste se dodatna histokemijska bojenja
preparata za isticanje i razlucivanje pojedinih strukturnih komponenti tkiva i organa. Bojenje se
temelji na upotrebi organskih spojeva koji mogu biti kiseli ili bazi¢ni i koji imaju afinitet za
stvaranje elektrostatskih veza s ioniziranim radikalima u tkivima (4). Bojenja koja se koriste u
dijagnostici granulomatoznih bolesti su bojenje po Giemsi, kombinacija perjodne kiseline i
Schiffovog reagensa (Periodic Acid Schiff — PAS), impregnacija srebra po Gomoryju (GMS), bojenje

po Ziehl-Neelsenu, Warthin-Starry i Steiner i Steiner bojenje.



2. HISTOKEMIJSKE METODE BOJENJA

Histokemijske metode bojenja sluze kao spona morfologije i funkcije stanica ili tkiva, a
koriste se za odredivanje i lokalizaciju kemijskih komponenti u stanicama i tkivima na histoloskim
preparatima (5).

Pocetkom 19. stoljeéa u Francuskoj zapocela su prva histokemijska bojenja u svrhu
istrazivanja bioloSke strukture i kemijskih komponenti. Bojenjem biljke otopinom kalijevog jodida,
svjetlosnom mikroskopijom, uoéeno je da je Skrob obojen plavo. Prvotno su histokemiju nazivali
mikroskopskom kemijom, a bila je namijenjena promatranju kemijskih reakcija in situ pod
mikroskopom. Anilinske boje ¢esto su se koristile za bojenje tkiva u anatomiji i patologiji poc¢etkom
20. stoljeéa (5).

Histokemijske analize odvijaju se u histoloSkom laboratoriju koji je temelj djelovanja u
patologiji, koja je u svojoj osnovi morfoloska disciplina te analizom uzoraka tkiva i stanica postavlja
dijagnoze. Prije samog bojenja uzorka tkiva, bez obzira radi li se o uzorku dobivenom tijekom
obdukcije tijela bolesnika umrlih u zdravstvenim ustanovama, biopti¢kim ili kirurskim zahvatima
na bolesnicima, uzorak tkiva prolazi kroz nekoliko faza. Faze kroz koje uzorak tkiva prolazi su
uzimanje uzorka, transport do patologije, fiksacija, preuzimanje, prozimanje, uklapanje, rezanje i
bojenje, a nakon bojenja slijedi pokrivanje, pregled s postavljanjem dijagnoze i arhiviranje (1).

Postupci bojenja zasnivaju se na specificnim kemijskim reakcijama ili na jakom uzajamnom
afinitetu za povezivanje medu makromolekulama. Smjestaj neke tvari unutar stanice ili tkiva moze
se odrediti elektronskim ili svjetlosnim mikroskopom zahvaljujuci histokemijskim metodama
¢ijom primjenom nastaju netopljivi obojeni ili elektronski gusti sastojci (6). Za bojenje se mogu
koristiti standardni postupci bojenja i posebni postupci. Osnovno bojenje u patologiji je
hematoksilin-eozin (HE), a njime se dobro pokazuju jezgra i citoplazma te medustanicna tvar.

U posebne tehnike bojenja spadaju Giemsa (po Giemsi) za prikaz jezgara i nukleola; PAS
(Periodic acid Schiff — perjodna kiselina i Schiffov reagens) za prikaz mukopolisaharida, glikogena,
proteina; van Gieson (po Van Giesonu) za prikaz kolagena i elasti¢nih vlakanaca; Mallory (po

Malloryu) za prikaz kolagena, epitela i ostalih potpornih tkiva te eritrocita; GOmory (po Gomoryu)



za prikaz retikulina; Alcijan plavo za prikaz mukopolisaharida; Berlinsko modrilo (prusko modrilo

u anglosaksonskoj literaturi) za hemoglobinski pigment (1).

2.1. Giemsa

Bojenje po Giemsi upotrebljava se za bojenje zavojitih bakterija, protozoja, mikoplazma,
rikecija i krvnih razmazaka. Koncentrirana mjeSavina metilenskog modrila, metilen azura i eozina

u glicerolu i apsolutnom metilnom alkoholu ¢ini otopinu Giemse (7).

Fiksacija:

Zenkerov fiksativ

Otopine:

Giemsina otopina

Giemsa prah 1.0mg
Glicerin 66.0 ml
Alkohol, metilni 66.0 ml

Pomijesati giemsin prah i glicerin te ostaviti na 60°C, nakon dva sata dodati metilni alkohol.

Giemsa radna otopina

Giemsa otopina 1.25 ml
Metilni alkohol 1.5 ml
Destilirana voda 50.0 ml

Rosin alkoholna otopina

Rosin, bijela 10.0 mg

Alkohol, 100%-tni 100.0 ml




Rosin radna alkoholna otopina

Rosin otopina 5.0 ml

Alkohol, 95%-tni 40.0 ml

Postupak bojanja:

1. Deparafinirati i hidratizirati u destiliranoj vodi

2. Jodom ukloniti kristale Zivinog klorida, izbistriti natrijevim tiosulfatom

3. Ispirati teku¢éom vodom 15 minuta

4. Isprati destiliranom vodom

5. Ostaviti u radnoj otopini Giemse tijekom nodi

6. Diferencirati u radnoj Rosin alkoholnoj otopini dok sekcije ne dobiju ljubi¢asto rozu
boju. Pregledati pod mikroskopom

7. Dehidrirati u apsolutnom alkoholu pa izbistriti u ksilenu. Svaki po dvije izmjene

8. Fiksirati permountom ili histocladom

Rezultati:
Jezgra se oboji plavo, kolagen i ostali tkivni elementi rozo, rikecije ljubicasto, a bakterije

plavo (8).
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Slika 1 Prikaz tahizoita Toxoplasme gondii, obojeno po Giemsi

Izvor:https://www.cych.org.tw/lab/12%E6%95%99%E5%AD%B8/autorunDPDx/DPDx/HTML/Frames/S-

Z/Toxoplasmosis/body Toxoplasmosis _micl.htm

2.2. PAS

Perjodna kiselina i Schiffov reagens (Periodic acid Schiff) sluzi za prikaz mukopolisaharida,
glikogena i proteina (1). MoZe se koristiti i za otkrivanje mikroorganizama kao $to su Candida ili

Pneumocystis (9).

Fiksacija:

10%-tni puferirani neutralni formalin


https://www.cych.org.tw/lab/12%E6%95%99%E5%AD%B8/autorunDPDx/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Toxoplasmosis/body_Toxoplasmosis_mic1.htm
https://www.cych.org.tw/lab/12%E6%95%99%E5%AD%B8/autorunDPDx/DPDx/HTML/Frames/S-Z/Toxoplasmosis/body_Toxoplasmosis_mic1.htm

Otopine:
Natrijev acetat, 0,200M (M/5)

Natrijev acetat 13.6 mg

Destilirana voda 500.0 ml
Otopina perjodne kiseline

Perjodna kiselina 0.8 mg

Destilirana voda 20.0 ml
Otopiti, zatim dodati:

Natrijev acetat, 0,200M (M/5) 10.0 ml

Alkohol, 95%-tni 70.0 ml

Prije svake upotrebe potrebno je pripremiti svjezu otopinu.

Reducirajuéa otopina za ispiranje

Kalijev jodid 2.0mg

Natrijev tiosulfat 2.0mg

Destilirana voda 40.0 ml
Otopiti, zatim dodati:

Alkohol, 95%-tni 60.0 ml

2N klorovodicna kiselina (2 mol/L) 1.0 ml

Prije svake upotrebe potrebno je pripremiti svjezu otopinu.




Otopina Schiffovog leukofuksin reagensa

Otopiti 1 mg bazi¢nog fuksina u 200 ml vruée destilirane vode. Zagrijavati do vrenja. Ohladiti
na 50°C. Filtrirati te dodati 20 ml klorovodicne kiseline. Nakon hladenja dodati 1 mg natrijevog
bisulfita (bezvodni) ili natrijev metabisulfit. Cuvati na tamnom mjestu 48 sati sve dok otopina ne

postane svijetlo Zuta. Drzati u hladnjaku.

Otopina Mayerovog hematoksilina

Hematoksilin, kristali 1.0 mg
Destilirana voda 1000.0 ml
Natrijev jodat 0.2 mg
Amonijak 50.0 mg
Limunska kiselina 1.0 mg
Koral hidrat 50.0 mg

Otopiti amonijak u vodi, bez zagrijavanja, zatim dodati i otopiti hematoksilin. Otopini dodati
natrijev jodat, limunsku kiselinu i kloral hidrat te mijesati do sjedinjenja. Otopina je crvenkasto

ljubicaste boje.

Postupak bojanja:

1. 70%-tni alkohol, 5 minuta

2. Oksidirati u otopini perjodne kiseline 5 minuta

3. 70%-tni alkohol, nekoliko izmjena, 2 minuta svaka
Reducirajuéa otopina za ispiranje, 5 minuta

70%-tni alkohol, nekoliko izmjena, 2 minuta svaka
Isprati u destiliranoj vodi

Otopina Schiffovog leukofuksin reagensa, 35-60 minuta

Drzati pod teku¢om vodom 10 minuta

© ® N o u A

Otopina Mayerovog hematoksilina, 10 minuta



10. Ispirati teku¢om vodom 15 minuta
11. Dehidrirati u 95%-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu, izbistriti u ksilenu. Svaki po
dvije izmjene

12. Fiksirati permountom ili histocladom

Rezultati:
Stijenka krvne Zile oboji se purpurnocrveno, a jezgre plavo (8). Gljivice se oboje svijetlo

ruzicasto ili crveno (9).
.
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Slika 2 Prikaz ezofagealne kandidijaze, obojeno po PAS-u

Izvor: https://aladdincreations.com/periodic-acid-schiff-pas-staining/

2.3. GMS

Bojenje po GMS-u, odnosno impregnacija srebra po Gomoryju, koristi se za bojenje gljivica

u uzorku tkiva i nekih bakterija kao $to su Actinomyces bovis te Nocardia asteroides.

Fiksacija:

10%-tni puferirani neutralni formalin.


https://aladdincreations.com/periodic-acid-schiff-pas-staining/

Otopine:

4%-tna otopina kromne kiseline

Kromna kiselina 4.0 mg

Destilirana voda 100.0 ml

5%-tna otopina srebrovog nitrata

Srebro-nitrat 5.0 mg

Destilirana voda 100.0 ml

3%-tna otopina metenamina

Heksametilentetramin (metenamin) 3.0mg

Destilirana voda 100.0 ml

5%-tna otopina boraksa

Boraks 5.0 mg

Destilirana voda 100.0 ml

Otopina metenamin — srebrovog nitrata

Srebrov nitrat, 5%-tna otopina 5.0 ml

Metenamin, 3%-tna otopina 100.0 ml

Nakon mijeSanja otopina dolazi do stvaranja bijelih precipitata koji nestaju nakon

protresanja. Bistra otopina ostaje upotrebljiva mjesecima. Pohraniti u hladnjaku.

Radna otopina metenamin — srebrovog nitrata

Otopina metenamin — srebrovog nitrata 25.0 ml
Destilirana voda 25.0 ml
Boraks, 5%-tna otopina 2.0ml




1%-tna otopina natrij-bisulfita

Natrij-bisulfit 1.0mg
Destilirana voda 100.0 ml
0.1%-tna otopina zlatovog klorida
Zlatov klorid, 1%-tna otopina 10.0 ml
Destilirana voda 90.0 ml
Otopina se moZze koristiti viSe puta.
2%-tna otopina natrij-tiosulfata
Natrij-tiosulfat 2.0mg
Destilirana voda 100.0 ml
0.2%-tna otopina Light Green SF Yellowish
Light Green, SF Yellowish 0.2 mg
Destilirana voda 100.0 ml
Ledena octena kiselina 0.2 ml

Postupak bojanja:

1. Deparafinirati i hidratizirati u destiliranoj vodi

2.

N o v AW

Oksidirati u 4%-tnoj otopini kromne kiseline

Ispirati vodom iz slavine nekoliko sekundi

Otopina natrij-bisulfita, 1 minuta, za uklanjanje ostataka kromne kiseline

Ispirati teku¢éom vodom 5 do 10 minuta

Tri do Cetiri ispiranja u destiliranoj vodi

Uroniti u svjeze pripremljenu radnu otopinu metenamin — srebrovog nitrata na 58-

60°C, 60 minuta ili do pojave Zuékasto smede boje

Isprati u destiliranoj vodi, Sest izmjena

10



9. Nijansirati u otopini zlatovog klorida 2 do 5 minuta

10. Isprati u destiliranoj vodi

11. Ukloniti nereducirano srebro otopinom natrijevog tiosulfata, 2 do 5 minuta

12. Temeljito isprati u vodi iz slavine

13. Kontrastirati radnom otopinom light green 30 do 45 sekundi

14. Dehidrirati u 95%-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu, izbistriti u ksilenu. Svaki po
dvije izmjene

15. Fiksirati permountom ili histocladom

Rezultati:
Gljivice su ostro ocrtane crnom bojom, mucin je obojen svijetlo do tamno sivo, unutrasnjost

micelija i hifa je ruzicasta, a pozadina svijetlo zelene boje (8).

Slika 3 Prikaz cisti Pneumocystis jirovecii, obojeno po GMS-u

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.qov/pmc/articles/PMC7152079/

11


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7152079/

2.4. Ziehl Neelsen

Metoda bojenja za acidorezistentne Stapié¢aste bakterije, gljivice i inkluzijska tjelesca.

Fiksacija:

Svako adekvatno fiksirano tkivo.

Otopine:
Otopina karbol fuksin

Otopljeni kristali fenola 2.5ml
Alkohol, 100%-tni 5.0 ml
Bazicni fuksin 0.5mg
Destilirana voda 50.0 ml

Filtrirati prije upotrebe.

1%-tna otopina kiselog alkohola

Alkohol, 70%-tni 1000.0 ml
Klorovodi¢na kiselina, 10.0 ml
koncentrirana

1%-tna otopina sumporne (sulfatne) kiseline

Sumporna kiselina, koncentrirana 1.0 ml

Destilirana voda 100.0 ml

Otopina metilenskog modrila

Metilensko modrilo 1.4 mg

Alkohol, 95%-tni 100.0 ml




Radna otopina metilenskog modrila

Otopina metilenskog modrila

10.0 ml

Voda iz slavine

90.0 ml

Postupak bojanja:

Koristiti kontrolno stakalce.

1. Deparafinirati i hidratizirati u destiliranoj vodi
2. Otopina karbol fuksina, 30 minuta
3. Dobro isprati pod tekuéom vodom
4
pojave blijedo ruzicaste boje
5. Temeljito ispirati pod teku¢om vodom, 8 minuta
6.
stakalce. Pojavljuje se svijetlo plava boja
7. Oprati vodom iz slavine, a nakon toga isprati destiliranom vodom
8.
dvije izmjene
9. Fiksirati permountom ili histocladom
Rezultati:

Odbojati upotrebom otopine kiselog alkohola ili otopinom sumporne kiseline do

Kontrastirati umakanjem stakalca u radnu otopinu metilenskog modrila. Stakalce po

Dehidrirati u 95%-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu, izbistriti u ksilenu. Svaki po

Acidorezistentni bacili oboje se svijetlo crveno, eritrociti Zu¢kastonarancasto, a ostali tkivni

elementi svijetlo plavo (8).
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Slika 4 Prikaz Mycobacterium tuberculosis, obojeno po Ziehl-Neelsenu

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/pmc/articles/PMC7152079/

2.5. Warthin - Starry

Bojenje po Warthin Starry-u koristi se za prikaz spiroheta, Donovanovih tjeleSaca, legionele,

nokardije, klebsiele i Bartonelle henselae (10).

Fiksacija:

10%-tni puferirani neutralni formalin.

Otopine:

Za pripremu otopina potrebno je koristiti kemijski Cisto stakleno posude.

Zakiseljena voda

U 1000 ml trostruko destilirane vode dodavati 1%-tnu limunsku kiselinu dok otopina ne

postigne pH vrijednost 4.0
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1%-tna otopina srebrovog nitrata (za impregnaciju)

Srebrov nitrat, kristali (C.P.) 1.0 mg

Zakiseljena voda 100.0 ml

2%-tna otopina srebrovog nitrata (za razvijanje)

Srebrov nitrat, kristali (C.P.) 2.0mg

Zakiseljena voda 100.0 ml

5%-tna otopina Zelatine

Listi¢i Zelatine, visokog stupnja 10.0 mg

Zakiseljena voda 200.0 ml

0.15%-tna otopina hidrokinona

Hidrokinon, kristali 0.15mg

Zakiseljena voda 100.0 ml

2%-tnu otopinu srebrovog nitrata, 5%-tnu otopinu Zelatine, 0.15%-tnu otopinu hidrokinona
drzati u Erlenmeyerovoj tikvici od 50 ml u vodenoj kupelji na 54°C dok se ne pripremi otopina za

razvijanje.

Otopina za razvijanje

Otopina srebrovog nitrata, 2%-tna 1.5 ml
Otopina Zelatine, 5%-tna 3.75 ml
Otopina hidrokinona, 0.15%-tna 2.0 ml

Pripremiti prije upotrebe.
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Postupak bojanja:

Koristiti kontrolno stakalce.

1. Deparafinirati i hidratizirati u trostruko destiliranoj vodi

2. Impregnirati otopinom srebrovog nitrata u vodenoj kupelji zagrijanoj na 43°C, 30
minuta. Pripremiti otopinu za razvijanje. Koristiti pincetu obloZenu parafinom.

3. Prekriti stakalca neposredno napravljenom otopinom za razvijanje, ostaviti stakalca
prekrivena otopinom do razvitka svijetlo smede ili Zute boje. Pregledati kontrolno
stakalce pod mikroskopom. Spirohete trebaju biti obojene crno, a pozadina svijetlo
smede ili Zute boje. Koristiti pincetu obloZzenu parafinom.

4. Brzo i temeljito isprati toplom vodom iz slavine, zagrijanom na 56°C

5. Isprati destiliranom vodom

6. Dehidrirati u 95%-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu, izbistriti u ksilenu. Svaki po
dvije izmjene

7. Fiksirati permountom ili histocladom

Rezultati:

Spirohete i Donovanova tjeleSca oboje se crno, a pozadina blijedo Zuto do svijetlo smede

boje (8).
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Slika 5 Prikaz Treponema pallidum, Warthin-Starry bojenje

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.qov/pmc/articles/PMC7152079/

2.6. Steiner i Steiner

Steiner i Steiner metoda koristi se za prikaz spiroheta, Legionella pneumophila i Bartonelle

henselae.

Fiksacija:

10%-tni formalin

Otopine:

Za pripremu otopina potrebno je koristiti kemijski Cisto stakleno posude, temeljito isprano
destiliranom vodom.

0.5%-tna otopina uranil nitrata

Uranil nitrat 0.5mg

Destilirana voda 100.0 ml
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Dobro promijesana otopina, pohranjena u kemijski Cistoj staklenoj posudi ostaje stabilna

godinu dana.

2%-tna otopina hidrokinona

Hidrokinon 0.5mg
Destilirana voda 25.0 ml
Pripremiti prije upotrebe
0.5%-tna otopina srebrovog nitrata
Srebrov nitrat 0.5mg
Destilirana voda 100.0 ml

Dobro promijeSana otopina, pohranjena u kemijski Cistoj staklenoj posudi u hladnjaku

ostaje stabilna godinu dana.

10%-tna otopina biljne smole

Biljna smola

10.0 ml

Apsolutni alkohol

100.0 ml

Ostaviti tijekom nodi da se otopi, filtrirati kroz filter papir (#1) u hermeticki zatvorenu bocu.

2.5%-tna otopina biljne smole

10%-tna otopina biljne smole

15.0 ml

Apsolutni alkohol

75.0 ml

Otopinu filtrirati kroz filter papir (Whatman #4). Otopina ostaje stabilna Sest mjeseci.
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Reducirajuca otopina

2.5%-tna otopina biljne smole 15.0 ml
2%-tna otopina hidrokinona 25.0 ml
0.5%-tna otopina srebrovog 0.6 ml
nitrata

Otopinu biljne smole dodati otopini hidrokinona, a zatim dodati otopinu srebrovog nitrata.

Pripremiti prije upotrebe.

Postupak bojanja:

Koristiti kontrolno stakalce.

1.
2.

© 0 N O

Deparafinirati i hidratizirati u destiliranoj vodi

0.5 postotnu otopinu uranil nitrata zagrijati u mikrovalnoj pecnici, 30 sekundi na
70W

Isprati u toploj destiliranoj vodi, nekoliko izmjena. Destiliranu vodu zagrijati u
mikrovalnoj peénici, na najviSem stupnju zagrijavanja, 5 minuta

0.5 postotnu otopinu srebrovog nitrata zagrijati u mikrovalnoj peénici, 40 sekundi na
70W. Ostaviti stakalce u otopini 90 sekundi uz lagano mijesanje

Isprati u toploj destiliranoj vodi, nekoliko izmjena. Destiliranu vodu zagrijati u
mikrovalnoj peénici, na najviSem stupnju zagrijavanja, 5 minuta

95%-tni alkohol, 2 izmjene

100%-tni alkohol, 2 izmjene

2.5%-tna otopina biljne smole, 1 minuta

Reducirajuéa otopina, zagrijati u mikrovalnoj peénici, 30 sekundi na 40W. Lagano
mijeSati stakalca. Zagrijati u mikrovalnoj pecnici, 30 sekundi na 40W. Ostaviti

stakalce u otopini 2 minute ili do pojave Zute ili Zutosmede boje.

10. Isprati u destiliranoj vodi, 3 izmjene

11. Dehidrirati, izbistriti te staviti pokrivalo
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Rezultati:

Spirohete i legionela oboje se crno, a pozadina Zuto (11).

Slika 6 Prikaz Bartonelle henselae, Steiner i Steiner bojenje

Izvor: https://www.newcomersupply.com/product/cat-scratch-bartonella-henselae-control-slides/
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3. GRANULOMATOZNE UPALE

Upala je proces u Zivom organizmu, a nastaje kao odgovor na razne egzogene ili endogene
uzroke. Osim etioloSke podjele upala kojom se opisuju uzroci odgovora Zivog organizma, upalu
jo§ mozemo podijeliti prema morfologiji, odnosno na temelju makroskopskih i mikroskopskih
promjena tkiva, anatomski i to prema organu u kojem se upala odvija te vremenski prema duljini
trajanja upale na akutnu i kroni¢nu (1). Kroni¢na upala, za razliku od akutne, nema uocljiv pocetak
ni predvidiv kraj te traje dulje od akutne upale. Patohistoloska je razlika jasnija zbog specifi¢nih
promjena koje objektivno mozemo mikroskopski dokazati (2).

Kao poseban oblik kroni¢ne upale javlja se granulomatozna upala, a ocituje se stvaranjem
granuloma (2). Izraz granulom potjece od latinske rije¢i granula — zrnce, jer se ti granulomi mogu
vidjeti i golim okom kao bijela ili siva zrnca u tkivu (1).

Granulomi su sacinjeni od nakupina modificiranih makrofaga i limfocita T. Jezgre makrofaga
u granulomima izduljene su ili bubrezastog oblika s fino rasprSsenim kromatinom, a citoplazma im
je eozinofilna i obilna te se gotovo stapa s citoplazmama susjednih makrofaga stoga citavi
granulom djeluje kao struktura gradena od epitelnih stanica. Takve makrofage nazivamo
epiteloidnim stanicama, a ako se epiteloidni makrofagi medusobno stope oblikovat ¢e orijaske
sincicijske stanice Cije je glavno obiljezje mnostvo jezgara unutar zajednicke citoplazme (1).

Neki od uzroka kroni¢nih granulomatoznih upala mogu biti Mycobacterium tuberculosis i
Histoplasma capsulatum pa tada uofavamo kazeozne granulome koji se sastoje od limfocita,
epiteloidnih i orijaskih stanica dok im se u sredistu nalazi kazeozna nekroza koja makroskopski
podsjeéa na kravlji sir. Mikroskopski ju opisujemo kao podruéje bez vidljive strukture,
eozinofilnog, homogenog ili finozrnatog podrudja.

Osim kazeoznih postoje i nekazeozni granulomi, a njih nalazimo u limfnim ¢vorovima i u
unutrasnjim organima osoba oboljelih od sarkoidoze kao i u limfnim évorovima koji dreniraju
tumorske limfne Zile. S obzirom na pretpostavku da se takvi granulomi pojavljuju kao posljedica
imunoreakcije organizma na tumorske antigene, pojavu nekazeoznih granuloma mogu izazvati
mnoge druge imunoreakcije (1) . Za pojavu sarkoidoze pojedini struc¢njaci navodili su mnoge

moguce uzroke, no nema dokaza da je ijedan specifi¢ni agens odgovoran za njenu pojavu sto ju
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¢ini bolesti nepoznatog uzroka (12). Crohnova bolest je upalna bolest probavnog sustava
karakterizirana nepredvidivim relapsno-remitiraju¢im tijekom bolesti. Etiologija i patogeneza
Crohnove bolesti jo$ nisu u potpunosti razjasnjene no uzrokom se smatra kombinacija okolisnih
¢imbenika, genetske predispozicije i crijevnog mikrobioma, a kao karakteristi¢an histoloski nalaz
pojavljuju se nekazeozni granulomi Ciji znacaj u prognozi i tezini bolesti jos nije razjasnjeni (3).
Nekazeozni su granulomi, kao i kazeozni, gradeni od epiteloidnih i orijaskih stanica s uskom zonom
limfocita na periferiji, a glavnu razliku Cini nepostojanje kazeozne nekroze u sredistu, vec se Citav
granulom sastoji od nakupine gusto smjestenih epiteloidnih stanica.

Kod supurativnih granuloma, ciji uzro€nici mogu biti Bartonellae, Pasteurellae i druge
bakterije koje aktiviraju neutrofile i makrofage, u sredistu nalazimo gnoj uzrokovan nekrozom
neutrofila.

Tercijarni sifilis ima specifiéan oblik granuloma kojeg nazivamo guma, a u njegovom sredistu
nalazimo obrise nekroti¢nih stanica zbog Cijeg se nepotpunog raspadanja gubi izgled amorfnog
eozinofilnog podrucja dok se oko srediSnje zone nekroze nalaze epiteloidni makrofagi, orijaske i
plazma stanice te limfociti.

Dode li do zaostajanja stranog tijela u organizmu makrofagi, cija je uloga fagocitoza, zadrzat
¢e se na mjestu upale, stapat ¢e se sa susjednim makrofagima i tako oblikovati multinuklearne
orijaske stanice u Cijim citoplazmama uocavamo strana tijela pa tako takve granulome nazivamo

granulomima stranog tijela (1).

3.1. Tuberkuloza

Tuberkuloza je kroni¢na granulomatozna zarazna bolest uzrokovana mikroorganizmima iz
kompleksa Mycobacterium tuberculosis, a obiljezava ju formiranje tuberkuloma u razlic¢itim
dijelovima tijela, najcesce plu¢ima (13). Prema izvjeS¢ima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO;
engl. World Health Organization, WHO) svake godine od tuberkuloze oboli oko 10 milijuna ljudi,
a oko 1,5 milijuna ljudi od nje i umre, unato¢ tomu Sto se radi o bolesti koja se moze sprijeciti i
izlijeciti, Sto tuberkulozu svrstava u zarazne bolesti s najve¢om smrtnoséu. U 19. stoljeéu

tuberkuloza je, uz koleru i infekcije rana, bila najceséi uzrok smrtnosti u svijetu. 1882. godine
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Robert Koch dokazao je da je uzrok bolesti infekcija specificnim mikroorganizmom kojeg je uspio
izdvojiti, a u svrhu lije¢enja izdvojio je supstanciju iz uzroénika tuberkuloze te ju nazvao
tuberkulinom. lako je tuberkulin zbog uzrokovanja ozbiljnih imunoreakcija odbacen kao lijek,
postao je vazno dijagnosticko sredstvo za dokazivanje tuberkuloze. U dijagnostici tuberkuloze
koristio se rendgen kao i invazivne kirurSke tehnike. Albert Calmette i Camille Guerin potragu za
cjepivom protiv tuberkuloze zapoceli su 1904. godine, a prvi su ga put primijenili 1921. godine.
Prvi antituberkulotici otkriveni su tek 1943. i 1944. godine (14).

Uzro¢nik tuberkuloze je acidorezistentni, aeroban, asporogen, nepokretan, najcesce
pravilan bacil koji se prenosi kapljicnim putem iz iskasljaja osobe oboljele od tuberkuloze (13).
Rast uzrocnika tuberkuloze u alveolarnim makrofagima uzrokovat ¢e primarne lezije u plu¢ima
koje se obicno pojavljuju ispod pleure gornjih reznjeva pluéa. Do bronhopulmonalnog limfnog
¢vora bakterije dolaze putem limfnih Zila i uzrokuju limfadenopatiju (15).

Udisanjem sitnih kapljica s 1 — 3 bakterije u donje diSne puteve sve do alveola nastat ce
primoinfekcija. Bacili tuberkuloze umnazat ¢e se u makrofagima nakon sto ih makrofagi privucéeni
fenolnim glikolipidom na povrsini bacila fagocitiraju. Makrofag se moze rijesiti bacila samo
aktivacijom stecene imunosti pomocnickih T-limfocita (Th-limfociti) u regionalnim limfnim
¢vorovima. Antigen bacila tuberkuloze predoCava se makrofagima u regionalnim limfnim
¢vorovima, a makrofagi lu¢enjem interleukina-12 (IL12) poti¢u Thl-limfocite. Specificni Thl-
limfociti luCe interferon gama (IFN-v) koji djeluje na aktivaciju makrofaga, sto omoguduje
sazrijevanje fagolizosoma, sintezu reaktivnih spojeva i dusikova oksida, autofagiju te lizu bakterija.
Nakon Ssto makrofagi poprime epiteloidni oblik njihovi ¢e kemokini, defenzini i faktor tumorske
nekroze alfa (TNF-a) okupiti druge makrofage i senzibilizirane Thl-limfocite u granulome
(tuberkulome) sa stvaranjem centralne kazeozne nekroze. Manjak faktora tumorske nekroze alfa
ubrzava nekrozu i rast bakterija u nekroticnom okruzenju. Drugi ¢e se makrofagi, zbog
kemotakticnog djelovanja tuberkuloma, inficirati refagocitozom apoptoti¢nih zaraZenih
makrofaga (13). Oko 90 % tuberkuloznih limfadenitisa pojavljuju se u cervikalnim limfnim
¢vorovima, a ostali u mediastinalnim limfnim ¢vorovima (15).

Ghonov primarni tuberkulozni kompleks sastoji se od granuloma promjera 1-2 cm u plu¢ima

i povecanog kalcificiranog hilarnog limfnog ¢vora. U histopatoloskom nalazu primarnog zarista i
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limfnog ¢vora nalazimo nekrotiziraju¢i imunosni granulom, graden od epiteloidnih stanica i
multinuklearnih orijaskih stanica tipa Langhans radijarno poredanih oko centra, a na periferiji
granuloma koncentri¢ni bedem pomo¢énickih T-limfocita (13).

Sekundarna tuberkuloza nastaje u prethodno senzibiliziranom domadinu reinfekcijom
odnosno inokulacijom velike koli¢ine vrlo virulentnih bacila tuberkuloze iz okolisa ili reaktivacijom
primarnog ZzariSta u imunokompetentnih odraslih osoba, a ocituje se kao kroni¢na granulomska
upala s ve¢im podrucjima kazeozne nekroze i sklonosc¢u kavitaciji u bronh, fibrozi i retrakciji
parenhima. Lokalizirana je u vrsku gornjih reZnjeva plué¢a. Granulomska ZariSta, u povoljnom
slu¢aju, s vremenom, spontano ili nakon terapije postanu kalcificirani oziljci. U nepovoljnom
sluaju granulomska ZariSta se Sire, nekrotiziraju i prazne kroz erodirani bronh. Limfnom
diseminacijom ili prodorom bacila u pluéne septalne krvne Zile nastat ¢e milijarna plu¢na bolest,
odnosno diseminacija i u druge organe. Bakterije mogu i hematogeno diseminirati i tako
uzrokovati sistemsku milijarnu tuberkulozu. Najcesce ekstrapulmonalno sijelo su limfni ¢vorovi na
vratu s jedne strane (13).

U pocetnoj fazi tuberkuloznog limfadenitisa primjeéuje se povecanje limfnih ¢vorova koji su
tvrdi i elasti¢ni, a upucuju na nespecifiéni limfadenitis, no kako dolazi do postepene infiltracije
upalnih stanica s vremenom nastupa periadenitis. Limfni ¢vorovi se poveéavaju nakon stvaranja
apscesa, postupno dolazi do kazeozne nekroze te njihovog omeksavanja (15).

Histoloski je tuberkulozni limfadenitis obiljezen centralnom kazeoznom nekrozom
okruzenom slojem epiteloidnih stanica i ponekom orijaskom stanicom tipa Langhans dok se na
periferiji primjecuju limfociti i fibroblasti (15). Nalaz nekrotiziraju¢ih granuloma upucuju na
tuberkulozu, a bojenjem po Ziehl-Neelsenu izravno se mogu dokazati bakterije M. tuberculosis

sto je dovoljno za potvrdu dijagnoze (13).

3.2. Sarkoidoza

Sarkoidoza je bolest nepoznatog uzroka koja najcesée zahvaca pluca, kozu i oéi, a simptomi
ovise o zahvacenim organima. Zahvaca i pulmonalne hilarne, cervikalne, aksilarne i ingvinalne

limfne ¢vorove uzrokujuéi limfadenopatiju. Pojavljuje se Sirom svijeta, a najéesée obolijevaju
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osobe u dobiizmedu 20. i 40. godine Zivota te je ucestalija u Zena (15). U Londonu je 1869. godine
J. Hutchinson sarkoidozu nazvao lividnom papilarnom psorijazom opisujuéi koZne lezije na prstima
ruku 58-godisnjeg pacijenta. Pariski je dermatolog E. H. Besnier 1889. godine prikazao slucaj 34-
godisnje bolesnice ciji su simptomi ukljucivali promjene poput smrzotina na licu, osobito na ¢elu,
nosu, uskama te vretenasto izoblicenje prstiju ruku pa je bolest nazvao lupus pernio. Norveski
dermatovenerolog je 1897. godine histoloSkom obradom uzorka koZe dokazao sarkoidozu u
pacijenta koji je osim koznih promjena imao i limfadenopatiju. U opisivanju navedenih simptoma
upotrijebio je izraz sarkoid misleci na koZznu formu sarkoma pa je tako bolest po njemu nazvana
Bockovom sarkoidozom. S obzirom na to da se radi o multisistemskoj bolesti koja se manifestira
na razli¢ite nac¢ine mnogi su ju strucnjaci kroz godine opisivali, no tek je 1914. godine Svedski
dermatolog J. N. Schaumann ustvrdio kako se radi o istoj bolesti (12).

Uzrok sarkoidoze i dalje nije poznat, no pojedini stru€njaci kao moguce uzroke navodili su
tuberkulozu i to zbog histoloske sli¢nosti grade granuloma u sarkoidoze i tuberkuloze, zbog pojave
tuberkuloze prije, za vrijeme ili nakon sarkoidoze te povremene izolacije Mycobacterium
tuberculosis ili atipicnih mikobakterija iz granuloma nekih pacijenata oboljelih od sarkoidoze. Od
ostalih uzroka navodili su atipiéne mikobakterije, propionibakterije, viruse influence, mumpsa,
newcastleske bolesti, ospica ili infektivne mononukleoze, mikoplazme i rikecije. Istrazivanja
pokazuju da se bolest pojavljuje sezonski ovisno o geografskoj lokaciji, no nema dokaza da je
ijedan specifi¢ni agens odgovoran za pojavu sarkoidoze. Pretpostavka da se radi o autoimunoj
bolesti temelji se na povezanosti s glavnim kompleksom histokompatibilnosti, izmijenjenoj
distribuciji receptora T stanica i oligoklonalnosti T stanica na mjestu formiranja granuloma.
Sarkoidoza se cesto pojavljuje medu srodnicima, a genska sklonost odredena je razliitim
djelovanjem nekoliko gena $to ju €ini geneticki vrlo slozenom bolesti. HLA (Human Leukocyte
Antigens) geni imaju vaznu ulogu u imunoloskom odgovoru. Na kratkom odsjecku kromosoma 6
nalazi se HLA regija, a unutar te regije nalaze se vrlo polimorfni geni HLA klase | i HLA klase II. Neki
od HLA gena povezani su s poveéanom sklonos¢u obolijevanja od sarkoidoze, dok su drugi zastitni.
Unatoc istrazivanjima drugih lokusa, u sarkoidozi nema vaznijeg lokusa od HLA regije (12).

Inicijalni granulomatozni odgovor vodi u stvaranje granuloma, a zapocinje kada T-

pomagacke stanice prepoznaju proteinske peptide koje im prezentiraju makrofagi, zatim dolazi do
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nakupljanja aktiviranih limfocita T uz porast broja alveolarnih makrofaga u zahva¢enom organu.
Dolazi do spontanog oslobadanja INF-y, IL-2 i drugih citokina iz T-stanica, a makrofagi luce razliCite
citokine i razne faktore rasta. Za stvaranje granuloma potrebno je nakupljanje
imunokompetentnih stanica redistribucijom iz periferne krvi u zahvaceni organ uz pomo¢é
kemotakti¢nih citokina i in situ proliferacija uz pomo¢ IL-2 koji je lokalni faktor rasta za limfocite T.
Znak aktivne bolesti jesu nakupljeni limfociti T, mononuklearni fagociti i granulomi. Drugi aspekt
granulomatoznog odgovora u sarkoidozi jest evolucija granuloma prema rezoluciji ili kroni¢noj
bolesti. Rezolucija pocinje pritjecanjem CD8* limfocita T i IL-10 koji suprimira upalni odgovor. S
kroniénom bole$éu povezani su citokini IL-8, IL-12 i TNF-a (12).

U granulomima kod sarkoidoze najceSce ne nalazimo nekrozu, a kako bolest napreduje
uoCavaju se dobro ograniceni granulomi sacinjeni od epiteloidnih stanica s razbacanim
multinuklearnim orijaskim stanicama tipa Langhans kroz cijeli limfni ¢vor. Patohistoloski se u
limfnom ¢voru u ranom stadiju bolesti folikularna hiperplazija i sinusna histiocitoza manifestiraju
kao nespecifi¢ni limfadenitis. Nakon smanjenja histiocita u korteksu se pojavljuju mali ¢vorici
epiteloidnih stanica. Ponekad mozZe dod¢i i do medusobnog spajanja granuloma. U kasnijem stadiju
bolesti nakupljanje kolagenih vlakana rezultirat ¢e fibrozom i hijalinizacijom (15). Ako je prisutna
nekroza, specijalnim bojenjima kao 5to je bojenje po Ziehl-Neelsenu moze se iskljuiti prisutnost

uzrocnika tuberkuloze, a GMS ili PAS bojenjem moze se iskljuciti prisutnost gljivica (12).

3.3. Gljivicne infekcije

Gljivice su sveprisutni eukariotski organizmi koji mogu biti jednostanicni i viSestani¢ni, a za
metabolizam koriste gotove organske spojeve iz mrtvih ili Zivih organizama. Osim u zraku, zemlji,
vodi, biljkama i Zivotinjama neke vrste nalazimo na koZi i sluznicama zdravih osoba gdje se
smatraju fizioloSkom mikrobnom florom. Gljivice mogu biti saprofiti, mutualisti ili paraziti (16).
Znanost koja se bavi proucavanjem gljivica zove se mikologija, a gljivicama koje su uzrok bolesti
kod ljudi bavi se medicinska mikologija. Pocetkom specijalne medicinske mikologije mnogi
smatraju opis gljivice vrste Beauvera bassiana, otkrivene sredinom devetnaestog stoljeca, koja je

skoro unistila uzgoje dudova svilca i proizvodnju svile u Kini (17).
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Rastom i razmnoZavanjem gljiva u makroorganizmu nastaju bolesti koje nazivamo mikozama
(16). Patogene gljivice su uglavhom uvjetno patogeni mikrobi, a razvoju gljivicne infekcije i pojavi
patoloSkih promjena pogoduju dugotrajno lijeCenje antibioticima, mjeSovite infekcije drugim
mikrobima, ozljede koZe i sluznica i imunodeficijencije (17).

Infekcije gljivicama Cest su uzrok granuloma, a mogu se manifestirati lokalnim promjenama
ili sustavnim bolestima (18). Neki od uzro¢nika mikoza koji uzrokuju granulome su Cryptococcus
neoformans, Candida spp, Histoplasma capsulatum, Aspergilus spp, Paracoccidioides brasiliensis,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis i Pneumocystis jirovecii (18,19).

Nacin prijenosa gljivicnih patogena u makroorganizam moze biti direktnim kontaktom i/ili
inhalacijom. Do infekcije uzrokovane uzrocnicima Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides
brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Pneumocystis jirovecii, Aspergilus fumigatus, Aspergilus
flavus, Coccidioides immitis i Cryptococcus neoformans uglavnom dolazi inhalacijom spora ili
konidija u pluéne alveole. Nakon inhalacije obrana pocinje u alveolarnim makrofagima
imunokompetentnih domacdina gdje nakon fagocitoze dolazi do stvaranja granuloma i humoralne
i celularne imunosti. U granulomima moze dodi do zaostajanja uspavanih oblika uzro¢nika koji kod
imunokompromitiranih domacdina mogu reaktivirati infekciju. Candida spp, od ¢ega najcéesce
Candida albicans smatra se fizioloSkom mikrobiotom u ¢ovjeka, tako da do sluzni¢ne i kozne
kandidijaze dolazi poveéanjem broja prisutnih mikroorganizama i oSte¢enjem koze ili epitela koji
omogucuju lokalnu invaziju kvasaca i pseudohifa, a lezije variraju od apscesa do kronic¢nih
granuloma. Sustavna kandidijaza nastaje nakon ulaska kandide u krvotok, a fagocitna obrana
domacina nije adekvatna da zadrZi njihov porast i diseminaciju (19,20).

Imunoloski sustav domacina sadrZi receptore za prepoznavanje komponenti stani¢ne
stijenke gljivica kao Sto su hitin i B-1,3-glukan, ¢ime se pokreéu putevi prijenosa signala koji
dovode do imunoloskog odgovora koji ukljuuje fagocitozu, nakupljanje reaktivnih kisikovih
spojeva i reaktivnih dusikovih spojeva, proizvodnju citokina i kemokina koji izazivaju snazan upalni
odgovor u svrhu neutralizacije gljivicnih patogena. Kao prva linija obrane u imunoloSkom
odgovoru djeluju monociti, makrofagi, dendriticke stanice i neutrofili. Gljivice mogu biti

eliminirane fagolizosomom, a mogu se i zadrzati kao granulomi okruZeni makrofagima. Monociti,
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osim Sto izlucuju kemokine i citokine, predstavljaju antigen T-stanicama i time izazivaju adaptivni
imunoloski odgovor u svrhu eliminacije gljivica (19).

Gljivice se koriste raznim mehanizmima kako bi izbjegle imunoloski sustav domacina. Imaju
sposobnost mijenjati svoje povrsinske slojeve kako bi izbjegle prepoznavanje od strane receptora
domacina. Povrsinski segmenti B-1,3-glukana H. capsulatum izmjenjeni su endo [-1,3-
glukanazom uzrokujuci oteZzano prepoznavanje patogena kao i smanjenu stimulaciju proupalnih
citokina. P, jirovecii posjeduje veliki povrsinski glikoprotein koji prikriva B-1,3-glukan, a u stani¢noj
stijenci nema hitina. Kod roda Aspergillus slojevi gljivicnog manana, melanina, a-1,3-glukana i
hidrofobina oblazu povrSinske polisaharide koje bi receptori domacina prepoznali i izazvali
imunoloski odgovor. C. neoformans sadrzi kapsularni polisaharid koji osim povrSinske zastite
povecava virulentnost te ima negativan utjecaj na aktivaciju T-limfocita i privlaenje neutrofila
(19). Vrste iz rodova Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides, Paracoccidioides termicki su
dimorfne, dok vrste Candida, osim C. glabrata, stvaraju i prave hife i pseudohife, a taj je
dimorfizam znacajan Cinitelj virulencije (20).

Granulomi kod gljivi¢nih infekcija mogu biti nekrotizirajuci i nenekrotizirajuci, ali je ¢es¢i
nalaz nekrotizirajucih, pravilnih granuloma unutar kojih nalazimo gljivice. S obzirom na infektivnu
etiologiju, granulomi uzrokovani gljivicnim infekcijama mogu biti supurativni ili nesupurativni.
Nesupurativne granulome nalazimo u infekcijama uzrokovanim Cryptococcusom, Histoplasmom,
Pneumocystisom i kod kokcidiomikoze (21,15). Od histokemijskih metoda bojenja koriste se GMS
bojenje kojim se mogu dokazati stani¢ne stijenke zZivih i mrtvih gljivica, dok se PAS bojenjem mogu
dokazati stani¢ne stijenke mrtvih gljivica (21). GMS bojenjem gljivice su ostro ocrtane crnom
bojom, mucin je obojan svijetlo do tamno sivo, unutrasnjost micelija i hifa je ruzicasta, a pozadina
je svijetlo zelene boje (8). PAS bojenjem gljivice se boje svijetlo ruzi¢asto do crveno (9). Histoloski
se u limfnom ¢voru kod zahvacenosti gljivicnim infekcijama nalaze pokazatelji akutne upale i brojni
histiociti koji u citoplazmi sadrze fagocitirane uzrocnike (22).

Za dokaz vrsti iz rodova Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides, Paracoccidioides koriste se
metode bojenja po Giemsa-Romanowskom, Gomoriju i Schiffu. Kod kandidijaze potrebno je
napraviti biopsiju promjena te preparate obojiti metenamin-srebrom po Gémoriju ili drugim

bojenjem specifi¢nim za gljive (20).
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3.4. Toksoplazmoza

......

macke i druge Zivotinje iz porodice macaka dok su Covjek i ostale Zivotinje prijelazni nositelji. Nacin
zaraze je konzumacija cisti, bilo kontaminacijom ruku izmetom macke ili psa ili konzumacijom
nedovoljno termicki obradenog mesa, a vrlo rijetko parenteralno. Tijekom akutne infekcije mogu¢
je transplacentarni prijenos na plod. U svrhu prevencije toksoplazmoze potrebno je higijensko
uklanjanje macjeg fecesa, pranje voca i povréa koje se konzumira sirovo te ispravna termicka
obrada mesa (20).

Parazit se razmnoZava u crijevnom epitelu macke shizogonijom i gamagonijom, a stvorena
oocista macjim fecesom odlazi u vanjsku sredinu. U vanjskoj sredini sazrijevanjem oociste nastaju
u njoj dvije sporociste s po Cetiri sporozoita. Ako zrelu oocistu pojede macka, u njezinom ce se
crijevu proces ponoviti. Pojede li oocistu covjek ili bilo koja druga Zivotinja, sporozoiti koji izlaze iz
oociste u dvanesniku, probit ¢e se kroz crijevnu stijenku te uci u krvotok i u razli¢ite stanice,
pretezno u fagocite i u druge stanice retikuloendotelnog sustava u limfnim ¢vorovima gdje se
polinju brzo razmnozZavati te poprimaju oblik tahizoita. Tahizoiti su duguljastog oblika sa
zaSiljenim krajevima, poput kriske naranée, s jezgrom u sredini. Nakon raspadanje stanice,
tahizoiti ¢e invadirati druge stanice te se na taj nacin razmnoze vrlo brzo i u velikom broju. Pod
utjecajem imunosnog odgovora domacdina, brzina razmnoZzavanja se smanji, a toksoplazma ulazi
u fazu bradizoita koji je zasiljeniji na jednom kraju. Oko bradizoita se stvara tkivna cista u kojoj se
moze nalaziti nekoliko desetaka ili stotina bradizoita. Tkivne ciste naj¢esée se nalaze u zZivéanome
perzistirati doZivotno. Ako macka pojede Zivotinju u kojoj su tkivne ciste, u epitelu njezina crijeva
ponovit ¢e se shizogonija i gamagonija te ¢e nastati oocista, a ako hranu u kojoj su prisutne tkivne
ciste pojede Covjek ili bilo koja druga Zivotinja iz njih ¢e u crijevu izac¢i bradizoiti, proc¢i ¢e kroz
crijevnu sluznicu, Sirit ée se krvlju i uéi u razlicite stanice te ¢e se pretvoriti u tahizoite te ¢e se na
taj nacin ciklus nastaviti (20).

Znacajan klinicki znak stec¢ene primarne toksoplazmoze u imunokompetentnih osoba je

limfadenitis, a najéesce ga nalazimo na vratu, zatim aksilama i preponama. Lijeéenje limfadenitisa
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u imunokompetentnih osoba nije potrebno jer tijekom dva do tri mjeseca spontano regredira.
Ostali znakovi bolesti uklju€uju vruéicu, glavobolju, grlobolju i hepatosplenomegaliju zbog kojih
toksoplazmoza moze sliciti infektivnoj mononukleozi. U osobe ugrozene toksoplazmozom spadaju
trudnice zbog mogucnosti nastanka intrauterine infekcije i konatalne toksoplazmoze, osobe
oboljele od HIV-a te bolesnici s transplantiranim organima zbog moguénosti diseminacije infekcije
(23).

Granulomi su nekazeozni, u njima ne nalazimo neutrofile, eozinofile ni fibrozu i nepravilnog
su oblika. Patohistoloski nalaz limfnih ¢vorova prikazuje floridnu reaktivnu folikularnu
hiperplaziju, sitne, nejasno oblikovane, solidne granulome koji predstavljaju nakupinu
epiteloidnih stanica te ograni¢eno podrucje proliferacije monocitoidnih B limfocita. Folikuli su
poveéani zbog intenzivno reaktivnih germinalnih centara s poveéanim brojem centroblasta,
mitoza te makrofaga koji sadrZze mnoge fagocitirane, apoptoti¢ne stanice. U proSirenim limfnim
sinusima i oko krvnih Zila nalaze se monocitoidni B limfociti svijetle citoplazme i tamne jezgre
bojeno po Giemsi. Nakupine slabo diferenciranih epiteloidnih stanica nalaze se razasute kroz
korteks, parakorteks te povremeno i u germinalnim centrima (15). U histoloskom preparatu
ponekad je moguce vizualizirati tahizoite, koji su prisutni u akutnoj infekciji, bojenjem po Giemsi

ili Wrightu, ali ih je tesko vizualizirati na rutinskim rezovima (24).

3.5. Bruceloza

Bruceloza (malteska groznica) je zoonoza koja kod ljudi uzrokuje sustavnu bolest kod koje
svaki organ ili organski sustav moze biti zahvacen (25). Ocituje se kao septi¢na febrilna bolest ili
kao lokalizirana infekcija kostiju, tkiva ili organskih sustava. U koStanoj srzi mogu se pronadi
granulomi, a u polovice bolesnika se uz splenomegaliju i hepatomegaliju pojavljuje i povecéanje
limfnih €vorova. Uzrocnici bruceloze su vrste iz roda Brucella, gram-negativni, nepokretni,
asporogeni koki ili kratki Stapi¢i bez kapsule. U ¢ovjeka infekciju uzrokuju B. suis, B. abortus i
rijetko B. canis, a naj¢es¢a, najpatogenija i najinvazivnija je B. melitensis (20,25).

B. melitensis izdvojio je David Bruce 1887. godine iz slezene ljudi umrlih od malteske

groznice, a da su koze rezervoar bruceloze za ljude Zammit je dokazao kada je 1905. godine
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izdvojio bakteriju iz krvi i mlijeka koza. B. abortus izdvojili su Mohler i Traum 1911. godine iz tkiva
Covjeka koji se zarazio piju¢i mlijeko bruceloznih krava, a Keefer je 1924. godine izdvojio B. suis iz
bolesnika koji se inficirao skupljajuci svinjske plodove iz klaonice (25).

Infekcija u ¢ovjeka moze nastati izravnim dodirom s inficiranim Zivotinjama, pobacenim
plodovima ili njihovim sekretima, putem spojni¢ne sluznice, ozljeda na koZi, onecis¢éenom
prasinom u klaonicama putem aerosola. Bruceloza zbog niske infektivne doze od 10 ili manje
stanica spada u najéesce infekcije laboratorijskih radnika u svijetu. Najc¢esc¢i izvor infekcije je
konzumacija mlijeka inficiranih Zivotinja, kozjeg i ov¢jeg sira, a meso je rijetko izvor infekcije jer je
iznimno rijedak, no postoji mogucénost prijenosa spolnim putem, transfuzijom krvi,
transplantacijom tkiva, dojenjem i intrauterino (20,25).

Kada brucele udu u organizam ¢ovjeka makrofagi i monociti ih fagocitiraju. U fagocitima
brucela prezivljava i replicira se, a zatim odlazi u jetru, slezenu, kostanu srz, limfne ¢vorove i
bubrege gdje se nastavlja razmnoZavati te oslobada endotoksin koji je odgovoran za dio klinicke
slike (20).

Histoloski nalazimo velike nekazeozne granulome sastavljene od nakupina epiteloidnih

histiocita, eozinofile, plazma stanice, imunoblaste i folikularnu hiperplaziju, (26).

3.6. Strano tijelo

Stranim tijelom smatraju se tvari koje organizam prepoznaje kao tude Sto dovodi do
imunoloSkog odgovora. Granulomi stranog tijela nastaju kao reakcija organizma na egzogene ili
modificirane endogene tvari koje organizam prepoznaje kao strane (27).

Tvari kao Sto su silikon, parafin, kolagen i hijaluronska kiselina, a koje mogu izazvati
granulome stranog tijela, u organizam mogu dospjeti kozmetickim zahvatima. Nakon kirurskih
zahvata mozZe dodi do zaostajanja gaze, kirurSkog konca te talka koji u organizam, kao i cink i
aluminij, moZe biti injektiran lijekom. Tetoviranjem se unose razni pigmenti i aluminij. Nakon
ozljeda moze dodi do zaostajanja komadica stakla, Spranja ili bodlji kaktusa. IzloZzenost beriliju u

raznim industrijama takoder moZze izazvati granulome stranog tijela (27, 28).
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U svrhu eliminacije stranog tijela zapocCinje upalna reakcija pri cemu dolazi do nakupljanja
neutrofila koji ée ga pokusati fagocitirati. Ako neutrofili ne uspiju, doéi ¢e do aktivacije monocita i
makrofaga lokalnog tkiva koji ¢e ga ukloniti iz tkiva ako je strano tijelo dovoljno malo. Do stvaranja
granuloma dolazi ako imunoloski sustav ne ukloni strano tijelo (27). Stvaranje granuloma pocinje
migracijom monocita u zahvaéeno tkivo i njihovim preoblikovanjem u makrofage nakon cega
mobiliziraju druge stanice imunoloskog sustava. Makrofagi proizvode IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 i TNF-
a i time poticu infiltraciju leukocita i aktivaciju T-stanica. Pod utjecajem aktivacije Toll-like
receptora i IFN-y iz Th1 stanica makrofagi diferenciraju u proupalne makrofage. Moze doci do
nakupljanja epiteloidnih histiocita i formiranja multinuklearnih orijaskih stanica (28).

Histoloski izgled granuloma stranog tijela ovisit ¢e o specificnom odgovoru, no uglavnhom se
nalaze nekazeozni sitni granulomi bez apscesa. Moguc¢ je prijenos mikroorganizama putem
stranog tijela Sto moZe potaknuti stvaranje apscesa. Uocavaju se nepovezane nakupine
epiteloidnih histiocita i multinuklearnih orijaskih stanica tipa Langhans ili stranog tijela koje su
oskudno obrubljene limfocitima i plazma stanicama (28). U citoplazmama multinuklearnih
orijaskih stanica uo¢avamo strana tijela (1). Diferencijalna dijagnoza, izmedu ostalih, ukljucuje
kutanu sarkoidozu, Granuloma annulare, Granuloma inguinale i Majocchi granulom tako da se od
histokemijskih bojenja mogu koristiti bojenje po Ziehl-Neelsenu, GMS, PAS, bojenje po Giemsi i
Warthin-Starry (27).
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4. ZAKLJUCAK

Uzroci i uzro€nici granulomatoznih upala su brojni, no medu naj¢eS¢e granulomatozne
upale ubrajamo tuberkulozu, sarkoidozu, granulomatoznu upalu uzrokovanu gljivicnim
infekcijama i zaostajanjem stranog tijela. Kod osoba oboljelih od toksoplazmoze i bruceloze
takoder se mogu pojaviti granulomi.

Kod sumnje na granulomatoznu bolest nuzno je napraviti biopsiju. Kako se na rutinskom
bojenju hemalaun eozinom ne mogu utvrditi uzrocii uzrocnici granuloma upotreba histokemijskih
metoda bojenja je od velike pomodi. Uloga histokemijskih metoda je u tome $to pomodu njih
mozemo dokazati ili iskljuciti pojedine uzroc¢nike. Primjerice, u kazeoznim granulomima postoji
sumnja da su uzrokovani M. tuberculosis i H. capsulatum, stoga koristeéi bojenje po Ziehl
Neelsenu dokazujemo acidorezistente bacile koji uzrokuju tuberkulozu. U granulomima kod
sarkoidoze naj¢e$¢e nema nekroze, no ako se ona pojavi, bojenjem po Ziehl Neelsenu iskljucuje
se tuberkuloza ili bojenjem po PAS gljivicna infekcija. Za dokaz gljivica u granulomima najcesce se
koriste GMS i PAS bojenja, a za dokaz toksoplazme koristi se bojenje po Giemsi. Warthin-Starry i
Steiner i Steiner bojenja koriste se za identifikaciju Bartonellle henselae, Legionella pneumophila
i spiroheta.

Histokemijske metode imaju, uz biopsiju, veliku ulogu u postavljanju dijagnoze i identifikaciji
uzro¢nika buduéi da sama pojava granuloma nije specifi¢an nalaz odredene bolesti i moZe se nadi
kod infektivnih bolesti te kod bolesti kojima ne znamo uzrok kao sto su sarkoidoza ili Crohnova
bolest. Odredivanje uzroka, odnosno uzroénika granulomatozne upale nuzno je za odredivanje

terapije.
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