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Histoķīmiskā audu testēšana

Nr. M-HIST-002/00
1. Izmeklēšanas mērķis
1.1. Noteikt patoloģiskās izmaiņas operāciju un biopsiju laikā ņemtam audu materiālam histoķīmiski krāsotos preparātos.

2. Izmeklēšanai lietotās procedūras darbības princips un metode
2.1. Izmeklējuma pamatā ir gaismas mikroskopija histoķīmiski krāsotiem operāciju un biopsiju laikā ņemtiem audu preparātiem.

2.2. Histoķīmiski krāsotiem operāciju un biopsiju laikā ņemtiem audu preparātiem ņem vērā bazofilu un acidofilu krāsvielu atšķirīgo afinitāti pret dažādām audu struktūrām, diferencējot patoloģiskās izmaiņas šūnu un audu morfoloģijā.
3. Izpildījuma raksturlielumi
3.1. Standarta metode. Laboratorijā pielietota bez modifikācijām. Metodes validēšanu sk. starptaustiski atzītās patologu asociācijas vadlīnnijās un publicētās autoratīvās rokasgrāmatās.

3.2. Metodei izvirzītās prasības Laboratorijā un pierādījumi: 

3.2.1. patoloģisko audu izmaiņu konstatācija salīdzinošā testēšanā, izvērtējot  mikroskopisko aprakstu un pataloģisko atzinumu.

3.3. Objektīvs apliecinājums par metodes izvirzīto prasību izpildi atspoguļots Metodes verifikācijas protokolos.
4. Parauga veids 
4.1. Operāciju materiāls, bioptātu (organisma audi, kas ņemti operācijas, biopsijas laikā, piem., plaušaudi, kaulaudi u.c.) audu materiāls, placentas:

4.1.1. Mīktie audi  

4.1.2. Paaugstināta blīvuma audi (kaulaudi, skrimšļaudi).

4.2. Parauga stabilitāte: audi fiksēti 10% formalīna šķīdumā istabas temperatūrā (~ +15 - +25oC temperatūrā) un parauga integritāte saglabājas līdz tā tālākās apstrādes uzsākšanai.

4.3. Paraugu pēc izmeklēšanas saglabā, līdz testēšanas pārskata / patoloģiskā atzinuma izsniegšanai.
5. Pacienta sagatavošana
5.1. Pacienta sagatavošana notiek saskaņā ar noteiktām prasībām ķirurģisko manipulāciju veikšanai.

5.2. Nesadalītus operāciju materiāla/bioptātu gabaliņus ievieto tīrā atsevišķā traukā ar 10% formalīnu. Paraugam jābūt pilnībā nosegtam. Operāciju materiāla/biopsijas gabaliņu skaits atkarīgs no ķirurģisko manipulāciju apjoma.

5.3. Operāciju materiālu/bioptātu marķē ar personas kodu un stacionārās kartes Nr., un vārdu un uzvārdu, salīdzinot datus ar pacienta datiem nosūtījumā.
6. Konteinera tips un piedevas
6.1. Vienreizējās lietošanas, aizskrūvējams konteiners ar 10% formalīna šķīdumu. 

6.2. Izvēlētā trauka lielums jāparedz atbilstoši izmeklējamā materiāla izmēram, lai nodrošinātu parauga pilnīgu iegremdēšanos 10% formalīnā.
7. Nepieciešamās iekārtas un reaģenti 
7.1. Pamatiekārtas:

7.1.1. Gaismas mikroskops;

7.1.2. Rotācijas mikrotoms;

7.1.3. Audu parafīna bloku sagatavošanas iekārta.

7.2. Papildu iekārta:

7.2.1.  Ledusskapis (+2 - +6oC) reaģentu uzglabāšanai. Uzglabāšanas termiņš norādīts uz reaģenta iepakojuma;

7.2.2. Mikroviļņu krāsns imūnhistoķīmisko preparātu pagatavošanai;

7.2.3. Termostati.

7.3. Papildu ierīces:

7.3.1. Taimeri;

7.3.2. Atkritumu tvertne (ar marķējumu – bīstams biomateriāls);

7.3.3. Termometri temperatūras monitoringam:

7.3.3.1. Termometrs telpu temperatūras kontrolei vienu reizes dienā;

7.3.3.2. Termometrs ledusskapja temperatūras kontrolei vienu reizi dienā;

7.3.3.3. Termometrs termostatu temperatūras kontrolei vienu reizes dienā.
7.3.4. Pincete, lineāls, skalpelis.

7.4. Reaģenti:

7.4.1. Ksilols.
7.5. Ražotājs: Chem Pur, REF: UN1307

7.5.1. Uzglabāt istabas temperatūrā (aptuveni +15 +25oC). Derīguma termiņš uz etiķetes.
7.5.2. Histoķīmiskā krāsošanas metodei:

	Reaģentu / krāsu nosaukums, ražotājs,  Reaģenta REF (kataloga Nr.)
	Uzglabāšana / derīgums
	Pagatavošana

	P.A.S. Periodic Acid Schiff  reaģentu komplekts, Bio-Optica, CND Kods: W01030799, REF 04130802:  
	+2 +8oC / derīguma termiņš uz etiķetes
	Gatavs lietošanai

	A) Periodiskais šķīdums, 30ml
	
	

	B) Šifa reaģents Hotchkiss McManus, 30ml
	
	

	C) Kālija metabisulfīta šķīdums, 30ml
	
	

	D) Fiksatīvais šķīdums, 30ml
	
	

	E) Mayer's Hemalum, 30ml
	
	

	MASSON TRICHROME ar anilīna zilo, reaģentu komplekts, Bio-Optica, CND kods: W01030799; REF 04-010802
	+15 -+25oC / derīguma termiņš uz etiķetes
	Gatavs lietošanai

	A) Veigerta dzelzs hematoksilīns – šķīdums A, 18ml
	
	

	B) Veigerta dzelzs hematoksilīns – šķīdums B, 18ml
	
	

	C) Pikrīnskābes spirta šķīdums 30ml
	
	

	D) Ponceau acid fuchsin šķīdums 30ml
	
	

	E) Masson anilīna zilā šķīdums 30ml
	
	




	Reaģentu / krāsu nosaukums, ražotājs, Reaģenta REF (kataloga Nr.)
	Uzglabāšana / derīgums
	Pagatavošana

	GOMORI SILVER IMPREGNATION, reaģentu komplekts, Emmonya Biotech, REF 114080100:
	+15 -+25oC / derīguma termiņš uz etiķetes
	Gatavs lietošanai

	A) Kālija permanganāta šķīdums A, 50ml
	
	

	B) Skābes aktivizēšanas buferis B, 50ml
	
	

	C) Skābeņskābes šķīdums, 50ml
	
	

	D) Dzelzs amonija sulfāta šķīdums, 50ml
	
	

	E) Amonjakāla sudraba šķīdums, 50ml
	
	

	F) Neitrāls formalīna šķīdums, 50ml
	
	

	G) Nātrija hiposulfīta šķīdums, 50ml
	
	

	Ziehl-Neelsen  reaģentu komplekts, Bio-Optica, CND Kods: W01030799, REF 04-111802:  
	+15 +25oC / derīguma termiņš uz etiķetes
	Gatavs lietošanai

	A) Periodiskais skābes šķīdums, 30 ml
	
	

	B) Karbolfuksīns šķīdums, 30 ml
	
	

	C) Salsskābes bufera šķīdums, 30 ml
	
	

	D) Metilēnzilais šķīdums, 30 ml
	
	

	Perlsa  reaģentu komplekts, Bio-Optica, CND Kods: W01030799, REF 04-180807:  
	+15 +25oC / derīguma termiņš uz etiķetes
	Gatavs lietošanai

	A) dzeltenais asins sāls šķīdums, 12x10 ml
	
	

	B) Sālsskābes bufera šķīdums, 50 ml
	
	

	C) Mayer's alum karmīns, 30 ml
	
	


7.5.2.1. Spirts 96o (Sagatavo aptieka). Reaģents ir gatavs lietošanai.
7.5.2.2. Spirts 70o (Sagatavo aptieka). Reaģents ir gatavs lietošanai.
8. Vides un drošības vadība
8.1. Telpas temperatūras prasības: testēšanas telpā, veicot paraugu testēšanu ~ telpas temperatūrai jābūt +15 - +25oC.

8.2. Ievērot standarta piesardzības pasākumus, kas noteikti darbam ar jebkādiem laboratorijas reaģentiem:

8.2.1.  Atsevišķi reaģenti satur bīstamas sastāvdaļas un rada būtiskus apdraudējumus:

Attēls Nr.1
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Markgsana (REGULA (EK) Nr. 1272/2008)

Signalvards : Draudi

Bistamibas apzimgjumi  :  H225  Viegli uzliesmojo3s Skidrums un tvaiki.
H302  Kaitigs, ja nori
H315  Kairina adu
H317  Var izraisit alergisku adas reakciju.
H318  Izraisa nopietnus acu bojajumus.
H334 Jaieelpo, var izraisit alerdiju vai astmas simptomus,
vai apgritinat elposanu
H336  Var izraisit miegainibu vai reibonus.




	
	
	


8.2.2. Sīkākā informācija atrodas reaģentu drošības datu lapās;

8.3. Visiem atstrādātiem materiāliem izmanto Atkritumu tvertnes ar marķējumu – bīstams biomateriāls.

8.4. Ievērot BKUS izstrādātās darba drošības instrukcijas un lietot individuālos aizsardzības līdzekļus darbam ar bioloģisko materiālu.

8.5. Ievērot BKUS instrukciju „Bīstamo ārstnieciskās darbības atkritumu savākšana un īslaicīga uzglabāšana struktūrvienībās”.

8.6. Ievērot BKUS instrukciju „Bīstamo ārstnieciskās darbības atkritumu savākšana un īslaicīga uzglabāšana struktūrvienībās”.
9. Kalibrēšanas procedūras (metroloģiskā izsekojamība) 
9.1. Nav paredzēta

9.2. Metodei tiek lietoti kalibrēti termometri un pārbaudītas iekārtas.
10. Procesuālie soļi
10.1. Paraugu sagatavošana:
10.1.1. Materiāla fiksācija 10% formalīnā 15°-25°C temperatūrā, 16-24st, konteinerā, kurā ir atnests materiāls.
10.1.2. Ja nepieciešams, veic paraugu dekalcināciju bioptātu, ievietojot dekalcinācijas šķīdumā. Parauga dekalcinācijas laiks atkarīgs no kaulaudu uzbūves. Bioptāta cietības (blīvuma) pakāpi pārbauda deliģēts biomedicīnas laborants manuāli ar pincetes palīdzību 1x dienā.
10.1.3. Veic materiāla izgriešanu, ievietojot materiālu “biopsijas kasetē” un identificējot ar Laboratorijas informācijas sistēmas DiaLab piešķirto ID.
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10.1.4. Materiāla skalošana tekošā ūdenī 10-15min.
10.1.5. Materiāla dehidrātācija un delipidizācija pakāpeniski mainot spirta šķīduma koncentrāciju un /vai tilpnes saturu:
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	60min
	
	120min
	
	4 stundas
	
	10 - 14 stundas

	70° etanols
	
	80° etanols
	
	96° etanols
	
	96° etanols


10.1.6. Materiāla parafinēšana: ievieto kaseti ar materiālu, sekojot līdz, lai materiāls ir pilnībā nosegts ar apkārtējās vides škidrumu, secīgi noteiktos laika intervālos, mainot tilpnes saturu:
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	30min
	
	30min
	
	30min
	
	30min

	ksilols
	
	ksilols
	
	ksilols ar parafīnu
	
	ksilols ar parafīnu


10.1.7. Audu materiālu ievieto parafīna bloku izgatavošanas kasetē.

10.1.8. Izgatavo parafīna blokus: audu materiālu pārlej ar 60°- 62°C temperatūras uzkarsētu parafīnu. 

10.1.9. ~20min. uz audu parafīna bloku sagatavošanas iekārtas aukstumplāksnes veic parafīna bloka atdzesēšanu -4°C temperatūrā, līdz parafīns pilnībā sacietējis.

10.1.10. Mikrogriezumu - preparātu izgatavošana ar rotācijas mikrotomu un to novietošana uz priekšmetstikliņiem.

10.1.11. Izgatavoto preparātu ievieto žāvēšana termostatā 38°C temperatūrā, 60min.

10.1.12. Preparātu deparafinizācija: 

	 EMBED  
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	5min
	
	5min
	
	5min
	
	5min

	ksilols
	
	ksilols
	
	96° etilspirts
	
	96° etilspirts


10.1.13. Preparātu skalošana destilētā ūdenī 1min.

10.2. Histoķīmiskā krāsošana.
10.2.1. Krāsošana ar Masson Trichrom: 
	Solis.
	Darbība.

	1.
	Uz sagatavotā histoloģiskā preparāta uzpilina 6 pilienus reaģentu A un 6 pilienus reaģentu B.

	2.
	Inkubē 10 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	3.
	Neveicot preparāta skalošanu, veic tā izžāvēšanu, nosusinot ar ar papīra salveti.

	4.
	Uz izžuvušā preparāta uzpilinat 10 pilienus reaģentu C. 
	

	5.
	Inkubē 4 minūtes 15°-25°C temperatūrā.
	

	6.
	Preparātu nekavējoši (~3-4 sekundes pēc inkubācijas) noskalo ar destilēto ūdeni un  uzpilina 10 pilienus reaģentu D.
	

	7.
	Inkubē 4 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	8.
	Preparātu noskalo ar destilēto ūdeni.  

	9.
	Uz preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu E.

	10.
	Inkubē 10 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	11.
	Neveicot preparāta skalošanu, veic tā izžāvēšanu, nosusinot ar ar papīra salveti.

	12.
	Uz preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu F.

	13.
	Inkubē 5 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	14.
	Veic preparātu dehidratāciju ievērojot secīgu etanola koncentrācijas pieaugumu (70°, 96°), pēdējā atstājot preparātu uz 1 minūti, 

	15.
	Veic attīrīšanu ar ksilolu: preparātu 2 reizes pa 5 minūtēm ievieto secīgos traukos ar ksilolu.


10.2.2. Krāsošanas ar P.A.S.

	Solis.
	Darbība.

	1.
	Uz sagatavotā histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu A

	2.
	Inkubē 10 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	3.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	4.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu B

	5.
	Inkubē 20 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	6.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	7.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu C

	8.
	Inkubē 2 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	9.
	Notecina slaidu (bez mazgāšanas) un uzpilina 10 pilienus reaģenta D.

	10.
	Inkubē 2 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	11.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	12.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu E

	13.
	Inkubē 2 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	14.
	5 minūtes veic preparāta skalošanu tekošā krāna ūdenī

	15.
	Veic preparātu dehidratāciju ievērojot secīgu etanola koncentrācijas pieaugumu (70°, 80°,96°), pēdējā atstājot preparātu uz 1 minūti.

	16.
	Veic attīrīšanu ar ksilolu: preparātu 2 reizes pa 5 minūtēm ievieto secīgos traukos ar ksilolu.


10.2.3. Krāsošana ar Gomori Silver Impregnation: 
	Solis.
	Darbība.

	1.
	Uz sagatavotā histoloģiskā preparāta uzpilina 5 pilienus reaģentu A un 5 pilienus reaģentu B.

	2.
	Inkubē 5minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	3.
	Noskalo preparātus destilētā ūdenī.

	4.
	 Uz izžuvušā preparāta uzpilinat 10 pilienus reaģentu C. 
	
	

	5.
	 Inkubē 3 minūtes 15°-25°C temperatūrā.
	
	

	6.
	 Divreiz skalo destilētā ūdenī.
	
	

	7.
	 Uzpilina 10 pilienus reaģentu D.
	
	

	8.
	Inkubē 3 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	9.
	Divreiz skalo destilētā ūdenī.  

	10.
	Uz preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu E.

	11.
	Inkubē 3 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	12.
	Divreiz skalo destilētā ūdenī.

	13.
	Uz preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu F.

	14.
	Inkubē 5 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	15.
	Divreiz skalo destilētā ūdenī.

	16.
	Uz preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu G.

	17.
	Inkubē 5 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	18.
	Skalo krāna ūdenī 5 min.

	19.
	Veic attīrīšanu ar ksilolu: preparātu 2 reizes pa 5 minūtēm ievieto secīgos traukos ar ksilolu.


10.2.4. Krāsošanas ar Perlsa metodi.

	Solis.
	Darbība.

	1.
	Uz sagatavotā histoloģiskā preparāta 50 ml mērtraukā pievieno 10 ml reaģentu A, 30 ml destilēta ūdens un 4 ml reaģent B 

	2.
	Inkubē 20 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	3.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	4.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu C

	5.
	Inkubē 5 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	6.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. 

	7.
	Veic preparātu dehidratāciju ievērojot secīgu etanola koncentrācijas pieaugumu (70°, 80°,96°), pēdējā atstājot preparātu uz 1 minūti.

	8.
	Veic attīrīšanu ar ksilolu: preparātu 2 reizes pa 5 minūtēm ievieto secīgos traukos ar ksilolu.


10.2.5. Krāsošanas ar Ziehl-Neelsen metode.

	Solis.
	Darbība.

	1.
	Uz sagatavotā histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu A

	2.
	Inkubē 10 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	3.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	4.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu B

	5.
	Inkubē 30 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	6.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. Pēc tam - ar papīra salveti nosusina.

	7.
	Uz histoloģiskā preparāta uzpilina 10 pilienus reaģentu C

	8.
	Inkubē 1 minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	9.
	3 minūtes veic preparāta skalošanu tekošā krāna ūdenī

	10.
	Notecina slaidu  un uzpilina 10 pilienus reaģenta D.

	11.
	Inkubē 1  minūtes 15°-25°C temperatūrā.

	12.
	Veic preparāta skalošanu destilētā ūdenī: lejot uz prepārāta destilētu ūdeni, noskalo krāsas paliekas. 

	13.
	Veic preparātu dehidratāciju ievērojot secīgu etanola koncentrācijas pieaugumu (70°, 80°,96°), pēdējā atstājot preparātu uz 1 minūti.

	14.
	Veic attīrīšanu ar ksilolu: preparātu 2 reizes pa 5 minūtēm ievieto secīgos traukos ar ksilolu.


10.3. Paraugu mikroskopija. 
10.3.1. Mikroskopēšanas rezultātus ievadot Laboratorijas informācijas sistēmā DiaLab.
10.4. Rezultātu ziņošana un izsniegšana.
10.4.1. Ja veicot paraugu, mikroskopēšanu nenovēro sarežģītu patomorfoloģisku procesus, tad mikroskopiskais apraksts un patoloģiskais atzinums tiek izsniegts līdz 5 darba dienā laikā pēc parauga reģistrācijas laboratorijā.
10.4.2. Ja izmeklējamā paraugā novēro sarežģītu patomorfoloģisku procesu, tad ziņo klinicistam par nepieciešamo papildu laiku, kas nepieciešams galīgā slēdziena pieņemšanai, un veic paraugu papildus histoķīmisko krāsošanu, lai papildus diferencētu patoloģiskās izmaiņas šūnu un audu morfoloģijā un/vai imunohistoķīmisko krāsošanu atbilstoši validējamām izmeklējamo šūnu populāciju antigēnām īpašībām.
10.4.3. Papildu krāsošanas metodes tiek atzīmētas DiaLab sistēmā, tādējādi informējot biomedicīnas laborantu par nepieciešamo reaģentu izvēli.
10.5. Paraugu mikroskopija. 
10.5.1. Mikroskopēšanas rezultātus ievada Laboratorijas informācijas sistēmā DiaLab, izveidojot mikroskopisko aprakstu un patoloģiskais atzinumu.
11. Kvalitātes vadības procedūras
11.1. IKK paralēlā testēšana ar jau nokrāsotiem materiāliem.

11.2. ĀKK periodiskumu nosaka ĀKK plāns.
12. Ietekmējošie faktori (piem., lipēmija, hemolīze, bilirubinemija, zāles) un krustreakcijas
12.1. Nekorekti paņemts materiāls

12.2. Nepareizi fiksēts materiāls.
13. Rezultātu aprēķina procedūras principi, ieskaitot, kur būtiski nomērīto kvantitatīvo vērtību mērījumu nenoteiktības
13.1. Rezultāts vizuāli izvērtēts, neizmantojot aprēķināšanas procedūras un izteikts:   

13.1.1. mikroskopiskā apraksta un patoloģiskā atzinuma formā.

14. Bioloģiskie references intervāli vai klīniskās lēmumu vērtības
14.1. Patoloģiskas izmaiņas nav atrastas. 

15. Izmeklēšanas rezultātu ziņošanas intervāls
15.1. Ziņošanas intervāla nav. Kvalitatīva metode.
16. Instrukcijas kvantitatīvu rezultātu noteikšanai, kad rezultāts nav mērīšanas intervālā 

16.1. Nav.
17. Brīdinājuma/ kritiskās vērtības, kur būtiski
17.1. Izmeklējuma veikšanai nepieciešamais laiks pārsniedz 10 dienas.
17.2. Izmeklēšanas gaitā rodas aizdomas par pilnībā nediagnosticētu saslimšanu.

17.3. Izmeklēšanas gaitā konstatēta ļaundabīga onkoloģiska saslimšana.
18. Laboratorijas klīniskā interpretācija
18.1. Veic patomorfoloģisko atzinumu Laboratorijas Informācijas Sistēmā (LIS DiaLab) norādot biopsiju/operāciju materiāla histoloģiskās izmeklēšanas iegūtos rezultātus.

19. Potenciālie variāciju avoti
19.1. Nav.
20. Atsauces.
20.1. Reaģentu ražotājfirmu lietošanas instrukcijas un drošības datu lapas.

20.2. “Armed Force Institute of Pathology: Laboratory methods in histotechnology”., Washington D.C., A.F.I.P., 1994.

20.3. “Manual of diagnostic antibodies for immunohistology”. London NW12AA, 2003.

20.4. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice, Kienan, J. 4th edition, 2008.

20.5. Histochemical protein staining methods. J. James and J. Tas. Oxford University Press, Oxford, 1984.
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