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Cuvinte cheie: citologie, epansament, epansament tumoral, cavitati seroase, carnivore,
rumegatoare mari, rumegatoare mici, examen citologic, examen histopatologic,

imunocitochimie.

Teza de doctorat intitulata “Citologia exfoliativa a cavitagilor interne seroase la
animale® a fost elaborata in cadrul Scolii Doctorale a Universitatii de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara “lon lonescu de la Brad ™ din Iasi, pe parcursul a patru ani de studii, in
perioada 1 octombrie 2009 — 1 octombrie 2013 si este structurata, in conformitate cu prevederile
legale actuale, in doua parti principale: partea I-a intitulata “Stadiul cunoasterii*, cuprinde 52
pagini si reprezinta 25% si partea a II-a denumita “Cercetari personale”, este extinsa pe 154
pagini si reprezinta 75%.

In partea I-a, structurata in trei capitole, sunt prezentate succint informatii din literatura
de specialitate consultatd, referitoare la subiectul tezei, informatii ce au fost folosite ulterior
pentru interpretarea datelor obtinute in partea a doua. Aceasta parte este ilustrata de 2 figuri
selectate ca fiind sugestive pentru a detalia informatiile sintetizate.

In primul capitol — “Morfologia cavitifilor seroase la animale® este prezentati
morfologia normald a cavitatilor seroase interne la speciile de animale studiate, expusa din punct
de vedere anatomic, structural-histologic, ultrastructural-citologic cu referire direct asupra
lichidelor cavitare.

Capitolul Il — “Morfopatologia cavitatilor seroase la animale* tratcaza morfopatologia
cavitatilor seroase, in asociere cu leziunile organelor cavitare, etiologia, patogeneza si
manifestarea lor macro - si microscopica.

Capitolul 111 — *Metodologia examenului citologic a lichidelor cavitare interne*
prezinta date specifice cu privire la toate etapele necesare, obligatoriu de a fi parcurse n practica
medical-veterinara cand se solicita executarea examenului citologic, intr-o gama larga de

afectiuni la animale.
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Partea a ll-a este structurata in 5 capitole (cap. IV-VIII) si cuprinde: cap. 1V — “Scop si
obiective®, cap. V — “Cercetdari privind citomorfopatologia cavititilor interne seroase la
animale®, cap. VI —“Imunocitochimia aplicat in diagnosticul diferentiar intre carcinom,
mezoteliom si timom*, cap. VIl — “Corelatii intre rezultatele citologice si histopatologice la
speciile de animale examinate®, cap. VIII — “Tabele recapitulative®, Concluziile finale
sintetizand cercetarile efectuate.

Lucrarea a fost efectuatd pe cazuistica provenita din gospodariile particulare si din sistemul
intensiv de crestere de pe raza judetului lasi, din clinicile Facultdtii de Medicina Veterinara din lasi,
din cadrul Laboratorului de Necropsie si Morfopatologie a Facultatii de Medicind Veterinara din lasi
si din cadrul Laboratorului Anatomie Patologica si Citologie al Scolii Nationale Veterinare Alfort,
Franta, Ecole Nationale Veterinaire d Alfort (ENVA).

Tn capitolul 1V — “Scop si obiective® este motivati alegerea temei. Principalul scop al
cercetarii se concentreazd pe analizarea si incadrarea citomorfopatologica a epansamentele
prelevate intravitam de la animale, asociate leziunilor cavitatilor seroase.

Astfel, obiectivele principale si activitatile corespunzatoare ale tezei au fost prestabilite in
comun acord cu conducatorul stiintific al tezei de doctorat si au fost reprezentate de:

v’ Evaluarea aspectelor biochimice si citologice ale epansamentelor cavitare, respectiv
pleurale, pericardice si abdominale, colectii care prin mecanismul de formare §i pozitia
topografica, se preteaza la tehnica punctionarii cavitare.

v’ Evaluarea sensibilitatii si specificitatii examenului citologic al epansamentelor: n
acest scop s-a realizat din epansamente prelevate intravitam, compararea rezultatelor obginute in
urma interpretdrii citologice cu rezultatele examenului histopatologic, realizat ulterior din
fragmente de organe cu leziuni asociate epansamentelor provenite de la animalele moarte sau
eutanasiate.

Pe de o parte, examenul histopatologic se caracterizeaza prin acuratetfe crescuta datorita
conservarii arhitecturii leziunilor, precum si datoritd posibilitatii observarii complexitatii
procesului patologic si a raportului leziunilor in raport cu tesuturile limitrofe. Pe de cealalta
parte, examenul citologic, obtinut prin prelevarea de celule aduce informatii privind modificari
fine de morfologie celulara, aparitia de celule anormale pentru epansamentul studiat si evaluarea
mixajului si predominantei celulare caracteristicd anumitor procese patologice.

v’ Incercarea de stabilire a unui diagnostic etiologic, rapid si corect prin prelucrarea
corespunzatoare a prelevatelor in scopul punerii in evidentd a eventualilor agenti etiologici

animati (bacterii, parazifi).
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v" Introducerea in practica de diagnostic a examenului citologic prin tehnica punctionarii
cavitatilor seroase. Acesta permite stabilirea naturii epansamentului, orientarea catre o posibila
diagnosticare a procesului patologic, oferind clinicianului posibilitatea ludrii deciziilor
terapeutice corespunzdtoare, intr-un interval de timp scurt si cu complicatii minime pentru
pacient.

v’ Stabilirea corelatiilor existente intre aspectele citologice-imunocitochimice-
histopatologice la animale.

v" Corelarea rezultatelor obtinute cu datele citate din literatura de specialitate, cu scopul
cunoasterii mai aprofundate a citomorfologiei normale si patologice la nivelul cavitatilor seroase
la animale.

Capitolele din partea l1-a incep cu descrierea materialului de lucru si a metodelor utilizate
pentru realizarea cercetarilor, si toate fotografiile partii a doua sunt originale, realizate in cadrul
laboratoarelor unde s-au efectuat cercetarile. Datele prezentate in partea de Cercetari personale
sunt sustinute de 31 tabele si 200 figuri inserate. Lista bibliografica insumeaza 222 titluri din
literatura autohtona si internationald. In continutul lucririi se regisesc date proprii publicate n
lucrarile stiintifice sustinute in cadrul Simpozioanelor cu participare internationald organizate de
Facultatea de Medicina Veterinara lasi, Cluj, Timisoara si Bucuresti.

S-au efectuat examene citologice, bacteriologice, imunocitochimice, necropsice si
histopatologice si s-au prelevat probe de lichid cavitar, probe din tesuturi si organe pentru
realizarea corespunzatoare a examenelor amintite.

Examinarea citologicd a epansamentelor, a presupus pentru inceput obtinerea acestora
prin punctia (centeza) cavitatilor seroase interne. Cercetarile s-au realizat pe 208 probe de
epansament recoltate de la toate speciile de animale incluse in acest studiu, ce au fost analizate
din punct de vedere cantitativ si calitativ.

Tehnica de prelevare a esantioanelor s-a facut prin punctia cavitatilor seroase, tehnica
putin traumatizantd si de un real interes in stabilirea unui diagnostic corect. A fost respectata cu
strictete, nu a necesitat anestezie generala, in anumite situatii s-au realizat anestezii locale. Locul
de electie difera in functie de specie, acesta s-a tuns, s-a dezinfectat cu tinctura de iod pentru a
evita contaminarea. Probele de epansament recoltate de la 100% din cazuri, au fost prelucrate
intr-un interval de timp cat mai scurt din momentul prelevarii acestuia in scopul evitarii aparitiei
modificarilor in vitro si a degradarii celularitatii (citoliza, modificari al morfologiei celulelor).

La probele luate in studiu au fost analizate caracterele fizice, chimice si microscopice.

Epansamentele identificate le-am grupat intr-o prima etapa in functie de parametrii biochimici

11



- " ey - g IS TERL
3l =t h
* i i f e s/ | EDUCATIE e
*yw - " — | A THINALE | " 1; |
: HPORIDRL Lot
IHINEA RO F ARG GUVERNIL ROASNIEI Frminl Seazial Firepsun Ingrnmente Sinacinmis e
FIMISTERLIL KTUMEIL FARMILE, PLIEMRL AR-211 21072 =
PROTEC || S0 5 USAMV lasi

IFEHESENEL LI vARS T HCE
ARFPASORI

determinati (NTCN/uUL si PT g/dl), ca apoi sa realizam o incadrare respectand clasificarea,
ierarhia si criteriile citomorfologice de identificare a leziunilor asociate epansamentelor n
patologia veterinard, din care mentiondm: tulburari circulatorii, procese inflamatorii §i procese
tumorale.

In subcapitolul 5.3.1. — “Studiul biochimic privind epansamentele identificate la
animale® s-a urmarit determinarea concentratiei proteinelor totale din lichid (PT g/dl) - Tn acest
scop a fost utilizat un refractometru pe care s-a aplicat o picatura de lichid.

In subcapitolul 5.3.2. - “Studiul citologic privind epansamentele identificate la
animale® s-a urmarit cuantificarea celulelor nucleate din epansament (NTCN/UL), prin metoda
manuali, clasici-hemocitometrica folosind camera de numarat BURKER-TURK dar s-a utilizat
si analizatorul hematologic automat MS9 din dotarea Laboratorului de Citologie si Anatomie
Patologica ENVA.

Ulterior, s-au incadrat prelevatele pe baza parametrilor in cele 3 clase etiopatogenetice:
transsudat, transsudat modificat si exsudat, dupa metodologia recomandata de literatura franceza,
in conformitate cu valorile de referinta cunoscute.

Astfel, un numar de 132 de probe au fost evaluate cantitativ, din care 15% probe se
Tncadreaza in categoria transsudate, 57% de probe au fost transsudate modificate, iar 28% fiind
exsudate.

Transudatele s-au caracterizat prin celularitate scazuta si continut mic in proteine.
Transudate si transudatele modificate au aparut datoritd extravazarii pasive neinflamatorii
(epansament pasiv/chilos) si cauzate de neoplazii. Transudatele modificate au o concentratie
moderata de celule, concentratia proteinelor fiind conform valorilor de referinta, cu unele
exceptii In care numarul important de celule este specific epansamentelor de tip chilos.

Exsudatele identificate au prezentat concentratii mari de proteine si numar important de
celule si au avut drept cauza procesele inflamatorii, neinfectioase iritative si necrotice.

In  subcapitolele 5.3.4.-“Citomorfopatologia  cavitatii  pleurale", 5.3.5.
“Citomorfopatologia cavititii pericardice* si 5.3.6.-“Citomorfopatologia cavitditii peritoneale
sunt prezentate si descrise procesele patologice ale cavitatii pleurale, pericardice si peritoneale,
diagnosticate pe baza coroborarii anamnezei, datelor examenelor clinice, cu aspectele
macroscopice, citologice si histopatologice pe cazuistica noastra.

In subcapitolul 5.3.4. - “Citomorfopatologia cavititii pleurale® au fost prezentate si
ilustrate tulburari circulatorii, inflamatorii si tumorale asociate epansamentelor pleurale, astfel:

tulburarile circulatorii sunt reprezentate prin prezenta hidrotoraxului 16%, hemotoraxului 4% si
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chilotoraxului 3%; leziunile inflamatorii fiind incadrate in: pleurezii seroase/sero-hemoragice
6,9%, sero-fibrinoase/fibrinoase 7,4%, purulente difuze/focalizate 2%, gangrenoase 2% si
granulomatoase 1%, pleureziile sero-fibrinoase/fibrinoase situandu-se pe primul loc. Pleureziile
au fost decelate de cele mai multe ori macroscopic, citologic si histopatologic, fiind frecvente la
mayjoritatea speciilor.

Epansamentele asociate proceselor tumorale intdlnite in acest subcapitol sunt reprezentate
de epansament pleural asociat carcinomului pulmonar diagnosticat atat la caine cat si la pisica,
epangsament asociat posibil mezoteliomului pleural, epansament asociat metastazei pulmonare
adenocarcinomatoase de la nivelul glandei mamare la pisicd. Cel mai frecvent examenul
histopatologic a confirmat diagnosticul obtinut prin examenul citologic.

Tn subcapitolul 5.3.5. - “Citomorfopatologia cavititii pericardice® au fost identificate si
ilustrate colectii intracavitare, inflamatii pericardice si epansamente asociate metastazei de la
nivelul glandei mamare la céine, astfel: colectiile lichide intracavitare au fost reprezentate de
hidropericard si hemopericard, cu predominanta hidropericardului la majoritatea speciilor;
inflamatiile pericardice au fost reprezentate prin pericardita seroasa si serofibrinoasd, cu 0
incidenta mai mare a pericarditei sero-fibrinoase; epansamentul tumoral a fost asociat metastazei
carcinomului chistic localizat mamar la catea. De asemeni, rezultatele examenului citologic au
fost completate cu examenul macroscopic si histopatologic, acesta din urma confirmand
diagnosticul lezionar. Leziunile identificate citomorfopatologic sunt in conformitate cu cele
descrise de literatura de specialitate.

Tn subcapitolul 5.3.6. - “Citomorfopatologia cavititii peritoneale® tulburirile circulatorii
sunt reprezentate prin hidroperitoneu sau ascita ih 17% din cazuri, hemoperitoneu in 5% din
cazuri, uroperitoneu 1% din cazuri si biloperitoneu 1 caz.

Leziunile inflamatorii sunt incadrate in peritonite serofibrinoase (2,5%), peritonite
fibrinoase (3,5%), fibrinohemoragice (0,5%), purulente difuze si focalizate (4,5%), peritonite
induse de paraziti (3%), peritonitele purulente situdndu-se pe primul plan. Atat tulburarile
circulatorii cat si procesele inflamatorii au fost identificate macroscopic, citologic si
histopatologic, si diagnosticate in unele situatii prin coroborarea datelor examenelor clinice,
anamneza si examenele complementare realizate (examenul bacteriologic, radiologic).

Epangsamentele asociate proceselor tumorale peritoneale sunt relativ rare (1,5%),
reprezentate de epansament asociat formatiunii ovariene de tip epitelial, epansament asociat
mastocitomului splenic, epansament asociat hemangiosarcoamelor. Confirmarea originii

formatiunilor tumorale s-a realizat prin examenul histopatologic la 1% din cazurile analizate.
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Din cele 14% din prelevate ce contin germeni bacterieni am identificat: anaerobi
(Clostridium spp.), la 7% din culturi; 45% din culturi contin aerobi (facultativi anaerobi,
Pasteurella spp., Arcanobacterium pyogenes); 24% contin enterobacterii (E. Coli); 24% contin
Streptococcus spp.

In cadrul cercetarilor efectuate in capitolul VI - “Imunocitochimia aplicat in
diagnosticul diferentiar intre carcinom, mezoteliom si timom*® s-au realizat examene
imunocitochimice de evidentiere a markerilor celulari capabili sa aduca argumente in diagnostic.
Astfel, studiul imunocitomarcajului a fost aplicat in diagnosticul diferentiar intre carcinom,
mezoteliom si timom, la 3 cazuri (pisici) cu epansamente neoplazice, examinate si citologic.

S-a folosit metoda imunocitochimica de punere in evidenta a celulei tumorale fie de
origine epiteliald sau limfocitara (limfocite T, limfocite B), folosind anticorpi monoclonali
specifici pentru fiecare clasa de celule, aplicati pe prelevate proaspete (lame cu celule proaspat
etalate).

Prin metoda imunocitochimica celulele tumorale maligne au fost recunoscute la un singur
caz din cele trei evaluate (carcinoma pleural). La 2 cazuri imunocitomarcajul a fost negativ
datorita blocajului anticorpilor specifici de catre fondul intens proteic si numarului redus de
celule din prelevat, diagnosticul fiind de suspiciune de malignitate.

Markerul imunocitochimic cu sensibilitate mare n realizarea unei diferentieri intre
lichidele de epansament asociate mezoteliomului si cele asociate carcinomului s-a dovedit a fi
Citokeratina A1/AE3.

Capitolul VII - “Corelatii intre rezultatele citologice si histopatologice la speciile de
animale examinate®, s-a evaluat sensibilitatea si specificitatea examenului citologic al
epansamentelor. In acest scop s-a realizat din epansamente prelevate intravitam, respectiv
epansamente pasive (neinflamatorii), epansamente active (inflamatorii) si Tn deosebi, din
epangamente asociate proceselor tumorale, compararea datelor obtinute in urma interpretarii
citologice cu rezultatele examenului histopatologic, realizat ulterior din fragmente de organe cu
leziuni asociate epansamentelor provenite de la animalele moarte sau eutanasiate, in vederea
confirmarii si/sau infirmarii datelor obtinute citologic.

Pentru 99% din cazuri diagnosticul histopatologic a confirmat rezultatele obtinute prin
examenele citologice, cu o singura exceptie, caz in care din punct de vedere citologic, s-a
suspicionat metastaza adenocarcinomului mamar, insa confirmarea histopatologica a fost de

adenom mamar simplu.
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Examenul citologic se incadreazd in algoritmul de diagnostic al starilor patologice
insotite de colectii cavitare. Rezultatele examenului citologic contribuie la stabilirea
diagnosticului de certitudine prin coroborarea cu anamneza, examenele clinice, bacteriologice si
examenele histopatologice.

Tn capitolul V111 — “Tabele recapitulative®, s-a expus sub forma tabelelor populatia luata
in studiu, in functie de specie, identificarea cavitatii seroase investigate, specificarile clinice
obtinute si in mod special, valorile parametrilor cantitativi, determinate obligatoriu din
epangsamentele prelevate, respectiv proteinele totale (PT g/dl) si numarul total de celule nucleate

(NTCN/UL) Tncheind cu incadrarea etiopatogenetica.
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