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Wstep

Szanowni Panstwo,

Kolezanki i Koledzy,

przedstawiamy zestawy standardéw organizacyjnych oraz postepowania w patomorfologii.
Dokument jest efektem pracy bardzo licznego grona patomorfologéw i oséb wspétpracujgcych.
W wieloetapowym procesie powstawania publikacji uwzgledniono uwagi przedstawicieli
Ministerstwa Zdrowia, Agencji Oceny Technologii Medycznej i Taryfikacji, Centrum
Monitorowania Jakosci w Ochronie Zdrowia, komentarze nadestane przez jednostki biorgce
udziat w pilotazu oraz wizytujgcych je ekspertow Polskiego Towarzystwa Patologow, a takze
uwagi zgtoszone w trakcie publicznych konsultacji.

Po wnikliwej analizie zgtoszonych uwag oraz dyskusji w gronie ekspertow zaakceptowano
standardy oraz przyjeto zasady postepowania. Obecna wersja dokumentu w wielu rozdziatach
odbiega znacznie od pierwotnie nadestanej przez autorow. Wymagania edytorskie zwigzane
byly z konieczno$cig przeredagowania wielu rozdziatdbw oraz wprowadzeniem niezbednych
uzupetnien, aktualizacji i przede wszystkim czytelnej prezentacji standardow. Wszystkie
dziatania miaty na celu zachowanie jednolitej, przejrzystej oraz spdéjnej formy catosci
dokumentu. W przypadku diagnostyki jednostek chorobowych nieobjetych trescig standardow
za mozliwy wzorzec nalezy przyjg¢ postepowanie najblizsze merytorycznie.

Serdecznie dziekujemy wszystkim osobom zaangazowanym w przygotowanie niniejszego
opracowania. Uwzgledniono w nim réwniez wczesniejsze dziatania dotyczgce standaryzaciji
procedur patomorfologicznych podejmowane pod patronatem Polskiego Towarzystwa
Patologéw. Niniejszym przekazujemy dokument opisujgcy w sposob catosciowy dziatalnosé

obejmujgcg diagnostyke patomorfologiczng.

Renata Langfort, Andrzej Marszatek, Janusz Ry$



Dziatalnos¢ zaktadu patomorfologii
W czasie zagrozenia epidemicznego

Przestrzeganie zasad higieny i rezimu sanitarnego w zakfadach i pracowniach
patomorfologicznych jest niezbedne, ze wzgledu na staty kontakt z materiatem biologicznym.
Zwtaszcza w czasie zwiekszonego ryzyka rozprzestrzeniania sie chordb zakaznych, jak m.in.
obecnie w zwigzku z ogtoszeniem przez WHO pandemii zwigzanej z wirusem SARS-CoV-2
(ang. Severe acute respiratory syndrome coronavirus) nalezy zwraca¢ szczegoélng uwage
i stosowac sie do zalecen oraz wytycznych ogtaszanych przez Ministra Zdrowia, Gtéwnego
Inspektora Sanitarnego oraz konsultantéw krajowych m.in. w dziedzinie patomorfologii czy
choréb zakaznych. Nalezy pamietaé, ze przedstawione zasady postepowania dotyczg
materiatu, zaréwno utrwalonego jak i nieutrwalonego przekazywanego do badania. Materiat
najczesciej jest przekazywany do zakfadu/pracowni patomorfologii w utrwalaczu,
tj. standardowo w 10% roztworze buforowanej formaliny o pH 7,2-7,4 lub w wybranych
sytuacjach w 70-96% alkoholu etylowym. Prawidtowe utrwalenie materiatu obniza ewentualng
zakaznos¢ materiatu praktycznie do zera. W przypadku materiatu nieutrwalonego (Swiezego)
nalezy bezwzglednie zachowaé staranno$¢ w postepowaniu minimalizujgcym mozliwosé
kontaminacji czynnikami zakaznymi.
Zaktady i pracownie patomorfologii na podstawie obowigzujgcych przepiséw i wytycznych
opracowujg wtasne standardy postepowania adekwatnie do zakresu dziatalnosci i potrzeb.
Standardy te powinny uwzglednia¢ co najmniej:

= zasady stosowania srodkéw ochrony osobistej,

= zasady dotyczace higieny rgk: mycia i dezynfekcji,

» zasady dezynfekcji i dekontaminacji powierzchni oraz narzedzi, wykorzystywanych

w trakcie wykonywania procedur,
= postepowanie poekspozycyjne,
= postepowanie w przypadku wykonywania sekcji zwlok os6b zmartych z powodu choréb
zakaznych.

Poza odpowiednim postepowaniem z materiatem biologicznym, nalezy wdrozy¢ zasady
organizacji pracy w jednostce, zgodne z ogtoszonymi urzedowo regulacjami, tj. m.in. jak
w obecnej sytuacji zwigzanej z COVID-19:

= dystansowanie spoteczne,



= dystansowanie czasowe,

= odpowiednia organizacja stanowisk pracy,

= zwiekszone wymagania w zakresie srodkéw ochrony osobistej.
Takie procedowanie dotyczy aktualnej pandemii COVID-19, ale moze mie¢ takze
zastosowanie w innych sytuacjach zagrozenia epidemiologicznego.
W kazdym zaistniatym przypadku nalezy wdrazac¢ zasady ogtoszone przez instytucje krajowe
lub zaleznie od okolicznosci wprowadzone przez regulatorow na poziomie lokalnym,
w powiecie lub wojewddztwie. Pochodng takich decyzji mogg by¢ dodatkowe obostrzenia
sanitarne, obowigzujgce w jednostkach ochrony zdrowia, ktérych nalezy bezwzglednie

przestrzegac.
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Zalagcznik: wymagania organizacyjne,
sprzetowe i kadrowe (personel lekarski
| nielekarski) dla jednostek patomorfologii

Wymagania organizacyjne

Struktura organizacyjna zakladu patomorfologii

Zakfad patomorfologii (ZP) sktada sie co najmniej z pracowni cytologii i pracowni histopatologii,
w ktorych jest mozliwe wykonywanie, w miejscu, badan srdédoperacyjnych, badan
immunohistochemicznych i histochemicznych. W zaktadzie patomorfologii mogg funkcjonowaé
dodatkowo: pracownia cytometrii przeptywowej, pracownia mikroskopii elektronowej i inne (zgodnie
z prowadzong dziatalnoscig).

Zarzadzanie

Zaktadem patomorfologii kieruje lekarz posiadajgcy tytut specjalisty w dziedzinie
patomorfologii lub posiadajgcy specjalizacje drugiego stopnia w dziedzinie patomorfologii.
Zastepca kierownika zaktadu patomorfologii jest lekarz patomorfolog.

Wskazane jest powotanie kierownikéw pracowni, ktérymi mogg by¢ lekarze lub inni pracownicy
z wyzszym wyksztatceniem majgcym zastosowanie w ochronie zdrowia. Wyjgtek stanowi
kierownik pracowni neuropatologii, ktérg zgodnie z Rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia kieruje
lekarz posiadajacy tytut specjalisty w dziedzinie neuropatologii.

Warunki lokalowe

Pomieszczenia w zaktadzie patomorfologii powinny zapewnia¢ odpowiednie warunki
bezpieczenstwa i higieny pracy, umozliwiajgc wtasciwg jakos¢ wykonywanych ustug. Powinny by¢
dostosowane do zakresu czynno$ci, ktore sg w nich wykonywane.

Pomieszczenia przeznaczone do przyjmowania, a przede wszystkim pobierania i przeprowadzania
materiatu muszg posiada¢ odpowiednig wentylacje, zapewniajgca stalg cyrkulacje powietrza, bez
przeciggow, z regulacjg temperatury. Muszg by¢ zaopatrzone w energie elektryczng, biezagcg wode
i kanalizacje. Niezbedne jest wydzielenie miejsc do przyjmowania, pobierania i przeprowadzania
materiatu, dezynfekcji sprzetu uzywanego do wykrawania wycinkéw odrebnych od miejsc, ktére
stuzg do zachowania higieny i dezynfekcji rgk. Pomieszczenia, w ktérych odbywa sie przygotowanie
materiatu do oceny mikroskopowej powinny zapewniaC wtasciwg przestrzen, ktora zagwarantuje
integralnos¢ probek badanych materiatdw, dokumentow, wyposazenia, odczynnikow, materiatow
pomocniczych, zapiséw, wynikow i wszystkich pozostatych elementéw, ktére mogg wptywaé na
jakos¢ wynikow badan.

Pomieszczenia przeznaczone do magazynowania i usuwania materiatow niebezpiecznych

powinny by¢ odpowiednio przystosowane do zagrozen, jakie powodujg te materiaty, oraz
zgodne z okreslonymi dla nich wymaganiami.
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Personelowi nalezy zapewni¢ dostep do tazienek, zaopatrzenia w wode pithg oraz do
pomieszczen stuzacych do przechowywania odziezy ochronnej i srodkdéw ochrony
indywidualnej.

Stanowiska pracy lekarzy i cytomorfologéw wykonujgcych diagnostyke mikroskopowa
powinny spetniaC normy ergonomii z uwagi na dtugi czas pracy oraz jej szczegolnie
odpowiedzialny charakter i co za tym idzie, duze obcigzenie psychofizyczne lekarza
patomorfologa.

Powinny by¢ wyposazone w indywidualne biurka dla kazdego lekarza i cytomorfologa,
zapewniajgc dostateczng przestrzen do wygodnego rozmieszczenia mikroskopu oraz
ekrandw, urzgdzeh peryferyjnych — klawiatur, manipulatoréw — i niezbednych w czasie pracy
ksigzek, przyboréw do sporzadzania notatek, dokumentéw medycznych.

Ze wzgledu na dtugi czas pracy spedzany w pozycji siedzgcej, konieczne jest uzywanie foteli
umozliwiajgcych regulacje wysokosci i potozenia, zapewniajgc uzytkownikowi przyjecie
wyprostowanej, wygodnej pozycji. Fotele powinny mie¢ stabilng podstawe z mozliwoscig
przemieszczania oraz mozliwosc¢ regulaciji wysokosci siedziska i oparcia, glebokosci siedziska,
pochylenia fotela, wysokoéci podparcia ledzwiowego, wysokosci podpoérek pod tokcie,
potozenia zagtowka.

Pomieszczenia pracy patomorfologow i cytomorfologéw powinny zapewnia¢ ciche i zamkniete
srodowisko pracy (zalecane sg gabinety indywidualne lub dwuosobowe, w zaleznosci od
wielkosci pomieszczenia). Powinny by¢ potozone w bliskim sgsiedztwie, by umozliwié
komunikacje i konsultacje zespotowg wymagajgcych tego przypadkow.

Jezeli w ZP pobierane sg probki od pacjentéw (np. biopsja cienkoigtowa), pomieszczenia
przeznaczone do tych celéw powinny mie¢ oddzielng rejestracje/poczekalnie i oddzielny
obszar do pobierania prébek. Nalezy mie¢ na uwadze zapewnienie prywatnosci, komfortu
i potrzeb pacjenta (np. dostepu dla oséb niepetnosprawnych, toalety) oraz umozliwienie
obecnosci osoby towarzyszacej (np. opiekuna Ilub tlumacza) podczas pobierania.
»W pomieszczeniach do pobierania probek powinny znajdowac sie artykuty pierwszej pomocy
tak dla pacjentow, jak i pracownikéw”.

W ZP wyodrebnia sie nastepujgce pomieszczenia:

= Pomieszczenia gtéwne obejmujace:

— pomieszczenia administracyjne,

— pomieszczenia i pracownie do opracowania materiatu (w tym w szczegdélnosci stanowisko
przyjec i rozdziatu materiatu do badan),

— stanowisko wykonania badania $rodoperacyjnego,

— stanowisko badania makroskopowego,

— stanowiska przygotowania materiatu cytologicznego i tkankowego do badania
mikroskopowego,

— stanowiska przygotowania materiatu do badania mikroskopowego metodami
immunohistochemicznymi i histochemicznymi,

— pracownia cytometrii przeptywowej,

— pracownia genetyki i biologii molekularnej,

— inne stosownie do organizacji ZP i zakresu wykonywanych badan.

W tej czesci ZP liczba i rodzaj pomieszczen uzalezniona jest od warunkéw organizacyjnych
i zakresu prowadzonej dziatalnosci. Cze$¢ czynnosci moze odbywacé sie ze wzgledow
funkcjonalnych w jednym pomieszczeniu na réznych stanowiskach z zachowaniem warunkéw
przedstawionych powyzej.

= Pomieszczenia diagnostyki mikroskopowe;j.
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= Prosektorium obejmujgce pomieszczenia, w ktérych przechowywane sg ciata oséb
zmartych, wykonywane autopsje (pracownia sekcyjna) i przygotowywane ciata do wydania
w celu pochéwku (np. rodzinom).

Opis czesci prosektoryjnej:

= odrebnym pomieszczeniem jest sekretariat przeznaczony do prowadzenia formalno$ci
zwigzanych z wydaniem zwtok rodzinom (stosowny sekretariat).

= konieczne jest wydzielenie trzech niekrzyzujgcych sie traktéw: do transportu zwtok, dla
rodzin oséb zmartych i dla personelu medycznego.

= trakt dostepu do sali sekcyjnej musi sktadac¢ sie z czesci czystej, strefy posredniej i czesci
brudnej zapewniajgc zachowanie warunkoéw sanitarnych i epidemiologicznych.

= sala sekcyjna musi by¢ wyposazona w sprzety, w tym w szczegolnosci w stét/stoty sekcyjne
wykonane z materiatbw umozliwiajgcych utrzymanie w czystosci i dezynfekcje, na state
podtgczone do cieptej i zimnej wody oraz kanalizacji. Oswietlenie ogdlne powinno by¢
wspomagane lampami bezcieniowymi. Sala sekcyjna musi byé wyposazona w lampy
bakteriobdjcze. Konieczne jest zastosowanie wentylacji mechanicznej najlepiej
nawiewowo-wyciggowej, powigzanej ze stotem sekcyjnym.

= w sklad wyposazenia prosektorium musi wchodzi¢ chiodnia pozwalajgca na
przetrzymywanie zwiok w temperaturze 4°C. Sprzety zastosowane w chtodni muszg byc¢
wykonane z materiatdw umozliwiajgcych utrzymanie w czystoéci i dezynfekcje. Liczba
stanowisk do przechowywania zwtok musi odpowiadaé stawianym zadaniom. Chiodnia
musi by¢ wyposazona w wentylacje mechaniczna.

= jezeli w prosektorium odbywajg sie takze sekcje sgdowo-lekarskie konieczne jest
zapewnienie stosownych pomieszczen dla przedstawicieli organéw  wymiaru
sprawiedliwosci.

= wskazane jest wydzielenie stosownego pomieszczenia, w ktérym mozliwe jest pozegnanie
zwtok zmartego przez rodzine i bliskich.

= do prosektorium musi prowadzi¢ odpowiedni dojazd umozliwiajgcy transport zwtok.

= Pomieszczenia specjalne, w sktad ktérych wchodza:

— pomieszczenia magazynowe pod odpowiednim  nadzorem = zapewniajgce
bezpieczenstwo personelu i zachowanie wiasciwosci fizycznych i chemicznych
przechowywanych odczynnikow, trucizn, odpaddw i drobnego sprzetu,

— pomieszczenia archiwum bloczkéw parafinowych i preparatdow mikroskopowych oraz
papierowej dokumentacji zaktadu patomorfologii wyposazone w odpowiedni do
archiwizacji sprzet,

— magazyn tkanek pozostatych po wykonaniu bloczkéw parafinowych (wyposazony
w szafy wentylowane w liczbie odpowiedniej do wielko$ci ZP, pomieszczenie musi mie¢
zapewniong wentylacje mechaniczng gwarantujgcg bezpieczenstwo pracy personelu),

— pomieszczenia pomochicze w zaleznosci od zakresu i charakteru wykonywanych badan.

= Pomieszczenia socjalne zawierajace:
— pokoje socjalne,
— szatnie dla personelu,
— pomieszczenia sanitarno-higieniczne.

= Pomieszczenia do obstugi pacjentéw, o ile na terenie ZP pobierany jest réwniez
materiatl do badan bezposrednio od pacjentow:
— poczekalnia z dostepem do pomieszczen sanitarno-higienicznych,
— gabinet pobran materiatu np. cytologicznego od pacjentéw.
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Warunki sprzetowe

Jednostka musi posiadac wszystkie elementy wyposazenia niezbedne do wykonywania badan
patomorfologicznych. Sprzet musi spetniaé wymagania norm, musi podlega¢ kontroli
serwisowej oraz wymianie, jesli jest to konieczne do zapewniania jakosci badan.

Podczas instalacji i przed uzyciem weryfikuje sie prawidlowo$¢ dziatania oraz spetnienie
niezbednych wymagan.

Sprzet/urzgdzenia do badan patomorfologicznych muszg by¢ obstugiwane przez przeszkolony
i upowazniony personel. Aktualne instrukcje obstugi dotyczace uzywania, bezpieczehnstwa
i utrzymania wyposazenia, w tym wszystkie dostarczane przez wytwoércéw wyposazenia
instrukcje i wskazowki dotyczgce uzywania, powinny by¢ tatwo dostepne. Jednostka powinna
mie¢ wypracowane procedury dotyczgce bezpiecznego postepowania z wyposazeniem, jego
transportowania, magazynowania i uzywania w celu zabezpieczenia go przed zanieczyszczeniem
i uszkodzeniem.

Dla kazdego elementu wyposazenia uzywanego do wykonywania badan nalezy prowadzi¢
zapisy w formie kart urzadzen (tzw. paszportéw) dokumentujgce sprawnosé¢ i terminowe
przeprowadzanie napraw i przeglagdéw serwisowych.

Zaktad Patomorfologii (ZP) musi by¢é wyposazony w sprzet zapewniajgcy ciggtosé
wykonywanych procedur stosownie do technik, ktérymi te procedury sg wykonywane.

W szczegolnosci powinien posiadac:

» Szafe/szafy (w zaleznosci od liczby nadsytanych/wykonywanych badan) wentylowane do
przechowywania nadestanych materiatéw do badan.

= Stanowisko/stanowiska do badarn makroskopowych i pobierania materiatu do dalszych
badan wykonywanych w ZP lub poza nim z wyciggiem mechanicznym zapewniajgcym
bezpieczenstwo zatrudnionego personelu. Stanowisko znakowania kasetek.

= Stanowisko do wykonywania badan $roédoperacyjnych z kriostatem lub mikrotomem
mrozeniowym.

» Magazyn tkanek wyposazony w szafy wentylowane lub oddzielne pomieszczenie
z wentylacja mechaniczng zapewniajgcg bezpieczenstwo pracy zatrudnionemu
personelowi.

» Magazyn kasetek i szkietek wyposazony w system szaf/potek zapewniajgcy integralnosé
przechowywanego materiatu oraz tatwy do niego dostep.

= Wirdwke i cytowirowke.

» Procesor tkankowy (od Il stopnia referencyjnosci, co najmniej 2 urzgdzenia zapewniajgce
ciggtos¢ obrébki materiatu tkankowego lub jedno urzgdzenie z podpisang umowag
serwisowg zapewniajgca zachowanie ciggtosci pracy) — optymalnie pracujgcy w obiegu
hermetycznie zamknigtym.

» Stacje do zatapiania materiatu tkankowego w ,parafinie” zapewniajgca stabilng temperature
uzytego medium wraz z ptytg chtodzgca.

= Mikrotomy réznego typu w zaleznosci od rodzaju opracowywanego materiatlu oraz
planowanej grubosci i wielkosci skrawkow. Wskazane jest uzywanie urzgdzenia/urzadzen
trwale znakujgcych preparaty mikroskopowe zgodnie z uzywanym systemem. Zaleca sie
wykorzystanie jednego mikrotomu przypadajgcego na 3000 wykonywanych badan
patomorfologicznych rocznie.

» Urzgdzenie do automatycznego barwienia preparatow mikroskopowych zapewniajgce
wysokg powtarzalnos¢ efektow barwienia.

» Urzadzenie do automatycznego zaklejania preparatéw mikroskopowych. Jezeli proces
zaklejania wykonywany jest recznie, musi sie odbywac pod digestorium.
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» Wskazane jest uzywanie automatycznego urzadzenia do wykonywania badan
histochemicznych zapewniajacego wysoka jakos¢ i powtarzalnos¢ badan. W przypadku
recznego wykonywania badan histochemicznych nalezy je wykonywac¢ pod digestorium.

= Urzgdzeniellinie technologiczng sktadajacag sie z kilku urzgdzen do wykonywania badan
immunohistochemicznych. Dopuszcza sie reczne wykonywanie badar immunohistochemicznych.
W przypadku recznego wykonywania badar immunohistochemicznych nalezy je wykonywac pod
digestorium.

= Mikroskopy wysokiej jako$ci wyposazone w co najmniej 4 powiekszenia z szerokim polem
widzenia. Kazdy zatrudniony specjalista patomorfolog powinien dysponowac
indywidualnym stanowiskiem pracy wyposazonym w taki mikroskop. Wskazane jest
wyposazenie w mikroskopy w liczbie stosownej do liczby zatrudnianych szkolgcych sie
lekarzy.

= Mikroskop konsultacyjny (optyczny lub z torem wizyjnym).

= System komputerowy i oprogramowanie (w optymalnych warunkach zintegrowany
Z systemami szpitalnymi i podmiotéw, dla ktérych wykonywane sg badania) zapewniajgcy
mozliwos$¢ wprowadzania rozpoznan patomorfologicznych.

Kadry

Kierownictwo jednostki powinno dokumentowa¢ kwalifikacje personelu na kazdym stanowisku,
kwalifikacje powinny odzwierciedla¢ wtasciwe wyksztatcenie, przeszkolenie, doswiadczenie
i wykazane umiejetnosci oraz odpowiadaé wykonywanym zadaniom. Personel powinien miec
stosowng teoretyczng i praktyczng wiedze oraz doswiadczenie i podlegac ciggtemu procesowi
ksztatcenia (stosownie udokumentowanemu).

Do wykonywania diagnostyki patomorfologicznej upowaznieni sg lekarze posiadajacy tytut
specjalisty w dziedzinie patomorfologii lub posiadajgcy specjalizacje drugiego stopnia
w dziedzinie patomorfologii. W zakladzie patomorfologii bez wzgledu na stopien
referencyjnosci musi by¢ zatrudnionych nie mniej niz 2 lekarzy specjalistbw w petnym
wymiarze czasu pracy (lub w rownowaznym, w innej formie zatrudnienia).

W ograniczonym stopniu do wykonywania czynnoéci diagnostyki patomorfologicznej
upowazniony jest lekarz posiadajgcy specjalizacje pierwszego stopnia w dziedzinie
patomorfologii, lekarz odbywajgcy szkolenie specjalizacyjne w trybie rezydentury po
ukonczonym module podstawowym lub w trakcie specjalizacji po ukoriczonym trzecim roku
szkolenia specjalizacyjnego w dziedzinie patomorfologii lub lekarz rezydent pod nadzorem
lekarza specjalisty w dziedzinie patomorfologii.

Do wykonywania diagnostyki oceny mikroskopowej upowazniony jest diagnosta laboratoryjny
posiadajgcy specjalizacje w dziedzinie cytomorfologii medycznej lub diagnosta laboratoryjny
posiadajgcy udokumentowane, co najmniej trzyletnie, doswiadczenie w ocenie preparatow
cytologicznych, ktéry wykonat w tym okresie co najmniej 15 000 ocen badanh tych preparatow.

Ponadto osobami upowaznionymi do wykonywania wybranych czynnosci diagnostyki
patomorfologicznej sg: diagnosta laboratoryjny, magister analityki medycznej, technik analityki
medycznej lub osoba z wyzszym wyksztatceniem posiadajgca odpowiednie kwalifikacje
i przeszkolenie stanowiskowe w zakresie czynnosci opracowywania materiatu.

W zakfadzie patomorfologii corocznie analizuje sie liczbe wykonanych badan patomorfologicznych,
co stanowi podstawe do okreslenia niezbednej liczby specjalistow patomorfologdéw i pozostatego
personelu medycznego w nastepnym roku.

W zaktadzie patomorfologii zatrudnia sie nie mniej niz 1 osobe personelu medycznego (nie

lekarskiego):
* na kazde rozpoczete 2 tys. badan w jednostkach stopnia podstawowego,
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* na kazde rozpoczete 1,5 tys. badan w jednostkach specjalistycznych.

W zaktadzie patomorfologii zatrudnia sie nie mniej niz 1 sekretarke medyczng na kazde
rozpoczete 6-10 tys. badan (szeroki przedziat uzalezniony jest zakresem i rodzajem
wykonywanych badan oraz innymi obowigzkami w zaleznosci od organizacji zakladu
patomorfologii).

Na kierowniku zaktadu patomorfologii spoczywa obowigzek ustalenia odpowiedniej liczby

pracownikéw gwarantujgcych wykonywanie badan patomorfologicznych z zachowaniem
obowigzujgcych procedur.
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Zatacznik: przyktadowe warunki
srodowiska informatycznego
w jednostce diagnostyki
patomorfologicznej

Warunki srodowiska informatycznego w jednostce diagnostyki patomorfologicznej
(ang. LIS)

System LIS pozwala na integracje i kontrole wszystkich etapow i proceséw technologicznych
w zaktadzie patomorfologii. Powinien umozliwia¢ przeprowadzenie analiz pracy w jednostce.

Technologie ochrony danych pacjentéw

System informatyczny musi dziata¢ z zachowaniem standardéw ochrony danych osobowych
zgodnej z RODO. System powinien posiadaé odpowiedni poziom zabezpieczen przed
nieuprawnionym pozyskaniem danych na kazdym etapie ich przetwarzania oraz ochrone
przed ich przypadkowg utratg lub dziataniem osob trzecich (np. atakami na infrastrukture IT).

Wskazane elementy funkcjonowania systemu:

ciggta analiza poprawnosci wprowadzania danych (dokumentacja elektroniczna,
przetwarzanie dokumentaciji),

mozliwos¢ kontroli bezpieczenstwa haset (np. cykliczna zmiana, wymuszenie poziomu
ztozonosci hasta),

mozliwos¢ przypisywania odmiennych uprawnien poszczegolnym uzytkownikom,
wprowadzenie odpowiedniego szyfrowania danych i bezpieczne ich przesytanie miedzy
bazg danych (serwerem), a stanowiskiem roboczym uzytkownika,

mozliwo$¢ automatycznego wylogowania/odigczenia uzytkownika po okreslonym czasie
braku aktywnosci,

mozliwo$¢ automatycznego wykonywania skutecznych kopii zapasowych bez przerywania
pracy systemu,

zabezpieczenie ciggtosci pracy systemu (np. w przypadku utraty zasilania),

automatyczny system powiadamiania o zakibceniach/awarii pracy systemu lub
nadzorowanych urzgdzeniach (np. procesorze),

zautomatyzowane nadawanie unikatowego kodu (alfanumerycznego i/lub graficznego)
elementowi (skierowaniu, oznakowaniu nadestanego materiatu, kasetce, preparatom itd.)
objetemu kontrolg systemu,

mozliwo$¢ generowania standaryzowanych rozpoznan patomorfologicznych do danego
rodzaju badania (np. rozpoznania zintegrowanego) zgodnych ze standardami oraz ich
modyfikacji o dodatkowe elementy w przypadku wprowadzenia nowych zalecen,
mozliwos¢ prowadzenia kontroli archiwum oraz wykorzystania materiatow archiwalnych dla
celéw Kkonsultacyjnych (z mozliwoscig dotgczenia rozpoznania konsultacyjnego do
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pierwotnej dokumentaciji), kontroli daty zwrotu do archiwum (i kompletnosci zwréconych
materiatow),

= zapewnienie catodobowej mozliwosci obstugi technicznej systemu (np. przez kontrolowany
dostep online).

Identyfikacja i $ledzenie badania patomorfologicznego na kazdym etapie

Kolejne etapy badania patomorfologicznego powinny by¢ kontrolowane na biezgco. Do tego
celu mozna wykorzysta¢ system rozpoznawania unikatowego kodu w trakcie czynnosci
wykonywanych na danym stanowisku, tj. odnotowania (data i godzina) w systemie kazdej
czynnosci takiej jak: rejestracja badania, pobieranie wycinkow, obrobka w procesorze
tkankowym, zatapianie, krojenie, ekspertyza patomorfologiczna, autoryzacja rozpoznania,
archiwizacja, ponowna ocena badania archiwalnego, itd. System powinien zapewnia¢ kontrole
proceséw poprzez mozliwos¢ ustalenia alertow w przypadku przekroczenia interwatéw
czasowych pomiedzy kolejnymi etapami badania patomorfologicznego.

Zalecane jest, aby w systemie byta mozliwo$¢ wprowadzenia ograniczen, np. ,wymuszenia’
pracy z wytgcznie jednym badaniem w danym momencie na danym stanowisku w celu
wykluczenia lub zminimalizowania btedu pomyiki materiatu (badania patomorfologicznego).

Rejestrowanie dostepu do danych

W celu zapewnienia nalezytej kontroli nad przechowywanymi danymi system powinien
automatycznie rejestrowaé kazdy dostep do danych w systemie informatycznym oraz
umozliwia¢ identyfikacje osoby, daty dostepu oraz zakresu przeglgdanych danych, a takze
rejestrowaé date(-y) wydruku danych (np. rozpoznania patomorfologicznego). System
informatyczny powinien mie¢ mozliwos¢ sporzgdzenia raportu dostepu do danych konkretnego
pacjenta na potrzeby audytu RODO.

Mozliwos¢ integracji ze szpitalnym systemem informacyjnym (HIS)

System powinien posiadaé¢ ceche interoperacyjnosci z mozliwoscig podgladu wynikéw innych
badan i historii choroby pacjenta w systemie zewnetrznym (HIS) oraz automatycznego
udostepniania wyniku patomorfologicznego w momencie autoryzacji przez patomorfologa.

Zalecane dodatkowe mozliwosci systemu

= Wykonanie zestawien np. liczby wykonanych procedur, liczby wykonanych badan,
odpowiadajgcych faktycznie wykonanym czynnosciom. System powinien umozliwiac
ilosciowg analize obcigzenia poszczegolnych osd6b zaangazowanych w proces techniczny
i diagnostyczny. System powinien zapewnia¢ mozliwos¢ okreslenia kosztow kazdego
badania patomorfologicznego.

» Integracja z systemami skanowania (digitalizacji) preparatow.

» |ntegracja z systemami telepatologii.

= Obstuga zdje¢ lub filméw w razie potrzeby utrwalenia obrazu makroskopowegoi/lub
mikroskopowego.

= Wykorzystanie bazy danych systemu do celéw statystycznych oraz opracowan naukowych.

» |Integracja z oprogramowaniem urzgdzen na poszczegoélnych stanowiskach (np. procesoréow
tkankowych, aparatow do barwiern immunohistochemicznych i/lub histochemicznych).

» Wsparcie kontroli jakosci poprzez automatyczng rejestracje zdefiniowanych zdarzen
niepozadanych zwigzanych z kolejnymi etapami badania patomorfologicznego.
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Zalacznik: uwarunkowania diagnostyki
z wykorzystaniem systemow
teleinformatycznych

Wykorzystanie zdigitalizowanych preparatéw w rutynowej praktyce moze:

= stanowi¢ wsparcie obecnie dziatajgcych zawodowo patomorfologdw,

= zapewni¢ szybkg konsultacje preparatow srodoperacyjnych,

= pozwoli¢ na rutynowg konsultacje drugiego patologa w pierwotnych rozpoznaniach
nowotworow,

= ograniczy¢ wysytanie swoistej dokumentacji medycznej, jakg stanowig preparaty
mikroskopowe i kostki parafinowe, w celach konsultacyjnych.

Jednoczesnie mikroskopia cyfrowa niesie ze sobg potencjat standaryzacyjny w obszarze m.in.
technik specjalnych wykorzystywanych standardowo w patomorfologii. Systemy analizy
obrazu mogg wspomoéc prace patomorfologa poprzez obiektywng ocene np. markerow
predykcyjnych (ER, PR, HER-2, PD-L1, Ki-67 [MIB1]).

Systemy digitalizacji preparatow

Obecnie na rynku istniejg dwa rézne systemy opisujgce mikroskopie cyfrowg: telepatologia
czyli manualny, zalezny od operatora system wykorzystujgcy mikroskop robotyczny do
przesytania na zywo obrazu mikroskopowego oraz zeskanowany preparat (WSI — whole slide
image) — automatyczny lub podtautomatyczny, czesto nieangazujgcy operatora system
tworzacy obraz mikroskopowy w uktadzie 2D.

Kazdy z dostepnych obecnie na rynku systemow posiada zalety oraz wady i czesto
wykorzystywany jest do réznych celéw (tabela 1).

‘ Telepatologia Preparat zeskanowany (WSI)
Badania histopatologiczne zdecydowanie tak tak
Badania cytologiczne zdecydowanie tak warunkowo
Badania srédoperacyjne zdecydowanie tak warunkowo
Konsultacja preparatu tak zdecydowanie tak
Analiza obrazu nie zdecydowanie tak
Archiwizacja preparatu nie zdecydowanie tak

Preparaty zeskanowane (WSI) stanowig obecnie gtéwny model cyfryzacji preparatow
mikroskopowych. Wiekszo$¢ systemdédw opiera sie na zamknietych, zaawansowanych
technologicznie urzgdzeniach wyposazonych w jeden (40x) lub dwa (20x i 40x) obiektywy
mikroskopowe, robotyczny stolik, podajnik preparatéw (od 1 do nawet 400 sztuk), kamery do
tzw. preskanu, wtasciwg kamere roboczg oraz oprogramowanie zarzgdzajgce. Preparat
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mikroskopowy w sposob automatyczny pobierany jest z wtasciwego podajnika i umieszczany
na robotycznym stoliku pod obiektywem, gdzie oprogramowanie z pomocg kamery m.in.
wstepnie tworzy mape preparatu, zbiera z niego punkty ostroéci oraz balans bieli. Nastepnie
dochodzi do etapu wtasciwej digitalizacji, czyli tworzenia serii zdje¢ kazdego z pol. Ostatecznie
tworzony jest plik, w ktérym umieszczona jest x-krotnos¢ zdje¢ preparatu wraz z danymi
wykorzystywanymi przez oprogramowanie do zarzgdzania takim obrazem. Nastepnie plik
zapisywany jest lokalnie na komputerze lub na serwerze bazodanowym. Patomorfolog,
najczesciej z poziomu przegladarki, ma mozliwos¢ przegladania i przyblizania zdigitalizowanego
preparatu. Zaletami takiego systemu sg mozliwosci jednoczasowej konsultacji przez kilku
patomorfologow, ciggly dostep i archiwizacja oraz wspomaganie pracy poprzez czesto rozbudowane
systemy analizy obrazu. Wadami sg ograniczenia przestrzeni dyskowej (1 plik — 1 preparat zajmuje
srednio 1GB) oraz mozliwosci regulacji tzw. glebi ostrosci, jakg zapewnia standardowy mikroskop.
Wiekszos¢ dostepnych na rynku systeméw WSI daje mozliwos¢ digitalizacji w osi Z jako
substytut uzycia sruby mikro, ale kazdy zeskanowany poziom tworzy krotno$¢ wielkosci pliku.

Format zapisu danych

Preparaty cyfrowe powinny by¢ zapisywane w formacie umozliwiajgcym ich bezproblemowy
odczyt. Preferowane sg otwarte formaty plikéw (jak np. TIFF) oraz otwarte algorytmy
kompresiji.

Kompresja bezstratha, mimo iz zapewnia najlepszg zgodnos$é =zapisanych danych
Z oryginatem, nie jest tak efektywna jak algorytmy stratne. Dopuszcza sie zatem stosowanie
kompresiji stratnej pod warunkiem, ze jako$¢ uzyskanego z jej uzyciem obrazu nie wptynie na
mozliwos¢ postawienia wiarygodnej diagnozy. Ta wlasciwos¢ jest jednym z przedmiotéw
oceny walidacyjnej systemu WSI.

Wymaog czasu przechowywania preparatow okreslony jest w Rozporzgdzeniu Ministra Zdrowia
w sprawie standardéw organizacyjnych opieki zdrowotnej w dziedzinie patomorfologii.

Analiza obrazu

Wykorzystanie systemow cyfrowej analizy obrazu do oceny markerow moze by¢ zrealizowane

wedtug dwdch schematow:

1. Wykorzystanie systemu cyfrowej analizy obrazu do wspomagania patomorfologa — w takiej
sytuacji dane z systemu analitycznego sg przekazywane do wiadomosci patomorfologa,
ktéry konfrontuje je z wlasng oceng ekspresji markera i umieszcza w raporcie
patomorfologicznym wartos¢, ktérg uznaje za zgodng ze stanem rzeczywistym. Fakt
wykorzystania systemu cyfrowej analizy obrazu zostaje kazdorazowo odnotowany na
wyniku badania patomorfologicznego. W tej implementacji system cyfrowej analizy obrazu
podlega zasadom walidacji okreslonym w dalszej cze$ci niniejszego dokumentu.

2. Wykorzystanie systemu cyfrowej analizy obrazu do generowania elementéw raportéw
patomorfologicznych — w takiej sytuacji dane z systemu analitycznego sg umieszczane
w raporcie z odpowiednig adnotacjg, zawierajgcg dane systemu analitycznego, wersje
oprogramowania i czytelny zapis wynikow analizy. Zgodnos¢ wynikow cyfrowej analizy
obrazu w tej implementacji takze podlega ocenie i zatwierdzeniu przez patomorfologa.
W sytuacji rozbieznosci moze on podjg¢ decyzje o powtdrzeniu badania bgdz samodzielnie
przeprowadzi¢ ocene markera. Przebieg czynnosci musi by¢ kazdorazowo odnotowany
w wyniku badania patomorfologicznego. W tej implementacji system cyfrowej analizy
obrazu powinien posiadac certyfikat CE-IVD. Taki system podlega takze zasadom walidac;ji
okreslonym w dalszej czesci niniejszego dokumentu.

Stanowisko pracy

Stanowiska oceny preparatéw cyfrowych powinny spetnia¢ wysokie normy ergonomii z uwagi
na dlugi czas pracy oraz jej szczego6lnie odpowiedzialny charakter, a co za tym idzie — duze
obcigzenie psychofizyczne lekarza patomorfologa.
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Biurka robocze powinny mie¢ mozliwos¢ regulacji wysokosci i potozenia w taki sposob, by
umozliwi¢ zajecie wyprostowanej wygodnej pozycji uzytkownikowi. Powinny takze zapewniaé
dostateczng przestrzen do wygodnego rozmieszczenia ekrandw, urzadzeh peryferyjnych —
klawiatury, manipulatory — i niezbednych w czasie pracy ksigzek, przyboréw do sporzadzania
notatek, dokumentéw medycznych.

Fotele powinny mieC stabilng podstawe z mozliwoscig przemieszczania oraz mozliwos¢
regulacji wysokosci siedziska i oparcia, gtebokosci siedziska, pochylenia fotela, wysokosci
podparcia ledzwiowego, wysokosci podporek pod tokcie, potozenia zagtéwka.

Stanowisko powinno zapewnia¢ stabilne podparcie dla stop oraz dostateczng ilos¢ miejsca
pod biurkiem roboczym, by mozliwe byto swobodne utozenie i przemieszczanie nég.

Sterowanie oprogramowaniem stuzgcym do oceny preparatéw cyfrowych oraz tworzenia
raportéw patomorfologicznych powinno odbywac sie za pomocg ergonomicznych i tatwych
w uzyciu manipulatorow. W szczegoélnosci przesuwanie pola widzenia i kontrola obrazu
cyfrowego preparatu powinny by¢ realizowane z wykorzystaniem urzgdzeh zapewniajgcych
maksymalng wygode pracy (np. manipulatory 3D, systemy symulujgce mechanizm stolika
mikroskopowego, trackballe, ekrany dotykowe).

Oswietlenie w pomieszczeniach powinno zapewnia¢ mozliwos¢ tatwej regulacji dostepu
Swiatta dziennego i natezenia $wiatta sztucznego oraz wentylaciji i regulacji temperatury.

Pomieszczenia pracy patomorfologéw powinny zapewniac ciche i zamkniete Srodowisko pracy
(zalecane sg gabinety indywidualne). Powinny by¢ potozone w bliskim sagsiedztwie, by
umozliwi¢ komunikacje i konsultacje zespotowg wymagajgcych przypadkdw.

Niezaleznie od zastosowania w/w srodkéw wskazana jest 10 min przerwa co 30 min pracy.
Wskazane jest wykonywanie ¢wiczeh oraz zmiana pozycji siedzgcej na stojgcg w celu
unikniecia nastepstw dtugotrwatego przebywania w jednej pozycji.

Bezpieczenstwo danych

Zdalna diagnostyka patomorfologiczna z wykorzystaniem systemow informatycznych jest
mozliwa w przypadku stosowania $rodkéw techniczno-organizacyjnych stuzacych
zapewnieniu bezpieczenstwa przetwarzania dokumentow elektronicznych, w tym co najmniej:
zbieranie, utrwalanie, przeglgdanie, wykorzystywanie, porzadkowanie, przechowywanie,
modyfikowanie, rozpowszechnianie, niszczenie danych. Dotyczy to zaréwno postaci graficznej
(preparaty wirtualne), jak i wersji tekstowej (zlecenie wykonania ustugi, ocena i opis obrazu)
w sposOb zapewniajgcy ich ochrone w czasie uzasadnionego przetwarzania az do ich
bezpowrotnego usuniecia.

System informatyczny musi byé zgodny z aktualnymi regulacjami krajowymi oraz europejskimi
dotyczgcymi ochrony danych osobowych/danych medycznych, a w szczegdlnosci tych
zwigzanych ze stanem zdrowia nalezgcych do grupy danych osobowych szczegdlnie
chronionych. Funkcjonalnos¢ rozwigzania musi na biezgco analizowaé i operowa¢ w postaci
tzw. trojkata bezpieczenstwa, gdzie podstawowym zadaniem zarzgdzania ryzykiem jest
zapewnienie ciggtosci dostepu do kluczowych zasobdw przy jednoczesnym zachowaniu ich
poufnosci i integralno$ci (spéjnosci).

Dziatalno$¢ polegajgca na zewnetrznym udostepnianiu danych zwigzanych ze zdrowiem
i udostepnianiu ich uzytkownikom powinna by¢ zgodna z ramami odniesienia bezpieczenhstwa
i zasadami ochrony danych osobowych/medycznych. Reguta ta zaktada, ze aby zminimalizowaé
ryzyko przy zwiekszonej ekspozycji systemoéw informatycznych, nalezy wdrozy¢ dodatkowe
mechanizmy bezpieczenstwa, jak wielosktadnikowe logowania, wielowarstwowg ochrone
systemu z wykorzystaniem rozbicia funkcyjnego aplikacji, by w razie ekspozycji i naruszenia
bezpieczenstwa jednego z elementow, dostep do pozostatych byt minimalny.
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Dostep do wszystkich urzgdzenh oraz danych zwigzanych ze stanem zdrowia powinien byé¢
chroniony przez odpowiednie srodki bezpieczenstwa, biorgce pod uwage obecny stan rozwoju
technologicznego, wrazliwos¢ tych danych oraz oszacowanie potencjalnego ryzyka
zwigzanego z ich przetwarzaniem.

Zalecenia te nalezy uwzgledni¢ dla wszystkich elementéw sktadowych rozwigzan systemow
telepatomorfologii, jak: serwery aplikacyjne, serwery bazodanowe, interfejsy komunikacyjne
API, urzagdzenia mobilne oraz urzgdzenia stacjonarne, rozumianych jako samodzielne wezty
umozliwiajgce komunikacje przy wykorzystaniu sieci publicznych oraz potgczen typu VPN.

Administrator systemu zobligowany jest do:

* monitorowania systemow informatycznych pod katem zapewnienia dostepnosci,
integralnosci i poufnoéci danych,

= aktualizacji systemoOw i aplikacji wykorzystanych systemow w najkrotszym mozliwym
czasie,

= oddzielenia $rodowiska produkcyjnego od rozwojowego w celu ciggtego doskonalenia
produktu,

= minimalizacji ekspozycji danych wyswietlanych na urzgdzeniach koncowych poprzez
poprawne ich ulokowania, aby uniemozliwi¢ dostep oséb nieautoryzowanych,

*= monitorowania aktywnosci uzytkownikéw i wykorzystanych interfejséw wymiany danych,

= cyklicznej oceny ryzyka i dziatan korygujgcych,

= wdrozenia wielowarstwowej ochrony i separacji uprawnien.

Niezbedne jest zapewnienie tgczy oraz wyposazenia elektronicznego umozliwiajgcego
odpowiednig szybkos¢ i jakosé transmisji danych (obrazu i dzwieku).

Specjalidci i administratorzy systeméw, ktorzy nie sg bezposrednio zaangazowani w opieke
zdrowotng danej osoby, ale dzieki przydzielonym zadaniom zapewniajg sprawne dziatanie
systemoéw informatycznych, mogg mie¢ dostep w zakresie niezbednym do wypetniania swoich
obowigzkoéw i na zasadzie ad hoc do osobistych danych dotyczgcych zdrowia. Muszg oni
w petni przestrzegac tajemnicy zawodowej i przestrzega¢ odpowiednich srodkéw ustanowionych
przez prawo w celu zagwarantowania poufnosci i bezpieczenstwa danych.

Zagwarantowanie integralnosci zaktada weryfikacje dziatan przeprowadzonych na danych,
wszelkich dokonanych zmian lub usuniecia danych, w tym komunikacji danych. Wymaga to
réwniez ustanowienia srodkéw monitorowania dostepu do bazy danych i samych danych,
zapewniajgc ze tylko upowaznione osoby mogag uzyskac dostep do danych.

Certyfikacjai walidacja procesu digitalizacji preparatéw mikroskopowych (telepatologia
oraz WSI)

Systemy mikroskopii cyfrowej powinny posiada¢ certyfikaty dopuszczenia do uzytku
medycznego CE-IVD, ale z uwagi na koszty takich systeméw mozliwe jest ich uzytkowanie
bez odpowiedniej certyfikacji, o ile wdrozony bedzie system walidacji wewnetrzne;.

Badanie walidacyjne powinno odtworzy¢ rutynowg diagnostyke patomorfologiczna.

Zalecenia:

» Badanie walidacyjne powinno obejmowaé kompletny system digitalizacji i jego ew.
archiwum. Walidacja poszczegdlnych elementéw systemu nie jest konieczna.

= Proces walidacji powinien by¢ przeprowadzony z uwzglednieniem specyfiki pracy z danym
rodzajem materiatu.

= Patomorfolog, posiadajgcy wiedze niezbedng do pracy z danym systemem, sprawdza
zgodnos¢ odwzorowania preparatéw zdigitalizowanych z preparatami rzeczywistymi.

= Proces sprawdzania zbieznoSci powinien obejmowaé co najmniej 100 preparatow
mikroskopowych zabarwionych w badaniu rutynowym (HE) i 20 preparatow z uwzglednieniem
barwien dodatkowych (immunohistochemicznych i histochemicznych).
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Walidacja odbywa sie poprzez pordéwnanie rozpoznania postawionego na podstawie
preparatu zdigitalizowanego z preparatem klasycznym (na szkietku).

Preparaty zdigitalizowane i preparaty klasyczne muszg by¢ oceniane w kolejnosci losowej
z zapisanym w protokole numerem preparatu.

Ocene preparatéw klasycznych z uzyciem mikroskopii $wietinej oraz ocene preparatéw
zdigitalizowanych powinien dzieli¢ okres co najmniej 2-tygodniowy, aby unikngé znieksztatcenia
wynikdw wyniktego z sugestii, zapamietania obrazoéw i checi maksymalizacji wynikow przez
wykonujgcego badania patomorfologa.

Proces walidacyjny powinien by¢ powtérzony w przypadkach modyfikacji systemu lub jego
istotnej awarii.

Proces walidacyjny powinien stanowi¢ takze element konczacy szkolenie patomorfologa
pracujgcego z systemami patomorfologii cyfrowej. W tym przypadku walidacja ma podwojny
charakter — oceny jakosci szkolenia oraz jakosci funkcjonowania systemu mikroskopii
cyfrowej, ktdrego najwazniejszym elementem jest lekarz patomorfolog.

Whyniki walidacji zapisywane sg w postaci protokotu i przedstawiane Komisji Licencyjnej
PTP.
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Zalacznik: zasady wykonywania badan
srodoperacyjnych

Zasady przygotowania pobranego materiatu
Pobrany wycinek wymaga opracowania wedtug jednej z ponizszych najczesciej zalecanych
metod:

= METODA | — wykorzystujgca zjawisko Peltiera:
— nazmrozony, metalowy dysk bedacy na wyposazeniu kriostatu natozy¢ zel do zatapiania
i zamrazania.
— w zelu umiesci¢ pobrany wycinek. Materiat mozna dodatkowo przymrozi¢ aerozolem
zamrazajgcym.

= METODA Il — wykorzystujgca ciekty azot:

— na szkietko podstawowe natozy¢ bardzo matg ilos¢ zelu do zatapiania i zamrazania.

— na zelu umiescié pobrany wycinek, dbajgc o to, aby tkanka nie przylegata bezposrednio
do szkietka.

— szkietko podstawowe z materiatem tkankowym umiesci¢ na kilka sekund w zlewce
zizopentanem (2-metylobutan) zmrozonym w ciektym azocie do temperatury ok. -160°C.

— zamrozong tkanke podwazyC skalpelem, zdjg¢ ze szkietka i umiesci¢ na zmrozonym
metalowym dysku z kriostatu, na ktorym umieszczono kilka kropel wody.

= METODA Ill —inne:
— np. chiodnica Stirlinga.

Wszystkie wymienione metody przygotowania materiatu do mrozenia sg dopuszczalne.
Niezbedne jest, aby kazda jednostka wykonujgca badania srodoperacyjne dokonata walidac;ji
stosowanej metody.

UWAGA! W przypadku wykorzystania ciektego azotu nalezy zachowac $rodki ostroznosci
zalecane przy pracy z jego wykorzystaniem.

Przeprowadzanie materiatu:

= Woycinek przygotowywany metodg | nalezy zamrozi¢ w kriostacie w temperaturze od -10°C
do -30°C (najczesciej -15°C do -23°C) w zaleznosci od stopnia uwodnienia tkanki (tkanki
twarde lub tkanka ttuszczowa — w nizszej temperaturze).

= Wycinek przygotowany Metodg Il jest od razu gotowy do krojenia.

Przygotowanie preparatéw mikroskopowych:

= Skrawki tkankowe mrozone:
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— Z kazdego zamrozonego wycinka skroi¢ w kriostacie odpowiednig liczbe skrawkow,
naktadajgc 1 do 2 skrawkow na kazde szkietko podstawowe.

Zaleca sie skrawaé:

=z wiekszosci zmian (guzy, wezty chfonne) — przynajmniej po 2 skrawki z petnego przekroju
zmiany,

= Zz marginesu chirurgicznego — od pierwszego skrawka do petnego przekroju materiatu,

= skrawki utrwali¢ w alkoholu 96%, acetonie lub mieszance alkoholu i 10% zbuforowanej
formaliny w stosunku 1:1,

= zabarwi¢ hematoksyling i eozyng (HE).

Rozmazy cytologiczne (preparaty odbitkowe, imprinty):

= Zabarwi¢ preparaty cytologiczne hematoksyling i eozyng (HE). Jezeli materiat barwiony jest
w barwiarce automatycznej procedure nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjg
producenta aparatu, stosujgc zalecane przez niego odczynniki oraz specjalny program dla
badania srédoperacyjnego.

Po zabarwieniu preparat pokry¢ balsamem klejgcym (medium) i szkietkiem nakrywkowym
lub tasmga do zaklejania szkietek. W przypadku stosowania zaklejarki automatycznej nalezy
postepowac zgodnie z zaleceniami producenta.

Zasady dalszego postepowania z materiatem srédoperacyjnym

= Zamrozony materiat tkankowy badany w trybie ,doraznym” nalezy rozmrozi¢, utrwali¢ w 10%
zbuforowanej formalinie i przeprowadzi¢ zgodnie z technikg histologiczng, wykonujgc bloczki
parafinowe i rutynowe preparaty mikroskopowe w taki sposob, aby do badania rutynowego
pobrany byt ten sam fragment, ktéry badany byt w trybie srodoperacyjnym.

= Z pozostatego materiatu tkankowego przystanego do badania srédoperacyjnego pobiera
sie (jesli to mozliwe) dodatkowe wycinki z obszaréw zmiany gtéwnej oraz sgsiadujgcych
Z miejscem przebadanym w trybie srédoperacyjnym.

= Preparaty wykonane z takiego materiatu nalezy podda¢ ponownej ocenie mikroskopowej.
Oceny tej moze dokonac inny lekarz patomorfolog niz osoba badajgca materiat w trybie
Srodoperacyjnym, ale musi on mie¢ do wglagdu oryginalne preparaty cytologiczne
i histologiczne (mrozone) wykonane w czasie badania srodoperacyjnego.

= Wynikiem badania mikroskopowego jest pisemny raport patomorfologiczny, w ktérym
powinien by¢ rowniez zawarty opis wykonanego wczesniej badania Srodoperacyjnego.
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Zalacznik: zasady opracowania
materialu tkankowego — przygotowanie
preparatéw mikroskopowych

Zalecane jest przestrzeganie zasad odpowiedniego utrwalania materialu i stosowanie
gotowych utrwalaczy ze znang kartg charakterystyki i sktadem chemicznym. Pojemniki do
przechowywania i transportu materiatu histologicznego sg wyrobem medycznym do diagnozy
in vitro wg dyrektywy 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27 pazdziernika 1998
r. i rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 z dnia 5 kwietnia 2017 r.
w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro.

Zasady utrwalania i transportu zostaty szczegétowo opisane w rozdz. 9.

Etapy opracowania materiatu tkankowego
1. Przyjecie materiatu

1.1.

1.2.

1.3.

Na stanowisku pracy nalezy bezwzglednie utrzymywacC nalezny porzadek, aby
zapewni¢ bezpieczenstwo pracy i zminimalizowaé mozliwos¢é pomyiki lub
zniszczenia/uszkodzenia materiatu. Niezbedne jest korzystanie ze srodkéw ochrony
osobiste;j.

Nalezy sprawdzi¢ zgodnos¢ danych umieszczonych na skierowaniu z danymi
umieszczonymi na pojemnikach z nadestanym materiatem.

Informacje dotyczgce prawidtowego wypetnienia skierowania i utrwalania materiatu
zawarte sg odpowiednio w rozdz. 8 i 9.

2. Wykrawanie materiatu (pobieranie wycinkow)

2.1.

2.2.

Mate wycinki, np. material uzyskany endoskopowo, nalezy pobieraé w catosci.
Wskazane jest okreslenie liczby nadestanych wycinkéw, jedli zostaty umieszczone
w jednym pojemniku. W niektorych przypadkach, np. szpik kostny, materiat nalezy
zmierzy¢ zaraz po nadestaniu, poniewaz utrwalacze czesto powodujg obkurczenie
materiatu.

Materiat operacyjny obejmujgcy czesciowe resekcje i resekcje catych narzadow
wymaga odpowiedniego przygotowania zgodnie z zaleceniami zawartymi w czesci
szczegotowej dotyczacej patologii narzadow. Czynno$¢ jest wykonywana przez
specjaliste patomorfologa, lekarza w trakcie specjalizacji w dziedzinie patomorfologii
lub przez inng osobe odpowiednio przeszkolong w tym celu (pod nadzorem lekarza
patomorfologa).

3. Utrwalenie

3.1.

Zasady utrwalania zostaty umieszczone w rozdz. 9. Nalezy przestrzegaC czasu
utrwalania, zwtaszcza w przypadku planowanych badan molekularnych (6-72 godz.
w zaleznoéci od wielkosci utrwalanego materiatu; materiat drobny oraz maty nie moze
by¢ utrwalany dtuzej niz 48 godz.).
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4. Pobranie

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.
4.7.

Przystepujgc do pobrania wycinkdéw, nalezy postepowaé wg wytycznych dla
poszczegolnych narzgdow.

Wycinki pobrane do dalszych prac nie powinny by¢ grubsze niz 4 mm. Zaleca sie
pobieranie wycinkéw o grubosci 3 mm.

Pobrane wycinki nalezy umiesci¢ w jednorazowych plastikowych kasetkach
histopatologicznych oznaczonych w jednoznaczny, trwaty sposéb umozliwiajgcy
identyfikacje pacjenta i wykonywanego badania.

Zawartosc¢ kazdej kasetki musi by¢ odnotowana w opisie makroskopowym, ktéry musi
uwzglednia¢ rodzaj materiatu i liczbe wycinkéw. W zaleznosci od wielkosci wycinka
w kasetce nalezy umieszcza¢ pojedynczy wycinek. W przypadku drobnych
materiatow ($r. pon. 1 cm) mozliwe jest umieszczenie wiecej niz 1 wycinka
nadestanego w tym samym pojemniku. Materiat nie powinien przekraczaé¢ 75%
objetosci kasetki, aby pozwoli¢ na odpowiednig penetracje odczynnikow. Wszystkie
skrawki umieszczone w jednej kasetce muszg miec skrojong catg powierzchnie i byé
umieszczone na szkietku podstawowym.

Wszelkie watpliwosci dotyczgce materiatu i zawartosci kasetek nalezy odnotowac
w dokumentacji. Osoby uczestniczace w pobieraniu wycinkdéw do badania
mikroskopowego (np. patomorfolog, technik, diagnosta laboratoryjny) powinny by¢
wymienione w dokumentaciji.

Nalezy umiesci¢ w dokumentacji date i godzine pobrania wycinkow.

Dane zebrane w dokumentacji nalezy rowniez wprowadzi¢ do komputerowej bazy
danych.

5. Przeprowadzanie

5.1.

5.2.

5.3.

Kasetki zawierajgce materiat tkankowy nalezy umiesci¢ w procesorze tkankowym,
ktéry pozwala na przeprowadzenie materiatu do parafiny. W urzgdzeniu kontroli
podlega czas, temperatura i ciSnienie na kazdym etapie procesu. Konieczne jest
ustawienie czasu skonczenia procesu, aby materiat tkankowy nie pozostawat zbyt
dtugo w gorgcej parafinie. Przeprowadzanie reczne nie jest zalecane z powodu braku
powtarzalnosci, braku precyzji i ze wzgledow bezpieczenstwa (konieczno$é
podgrzania odczynnikow tatwopalnych i wdychania substancji szkodliwych).
Proces odwodnienia i parafinowania nalezy dopasowa¢ do rodzaju materiatu
znajdujgcego sie w kasetkach. Materiat zawierajgcy gtéwnie tkanke ttuszczowag lub
materiat twardy, np. macica, kosci, wymaga specjalnie przedtuzonego programu,
natomiast drobny, np. bronchoskopowy, gastroskopowy, krétszego czasu ekspozyciji
na kazdy z odczynnikow.
Odczynniki standardowe, ktérych uzywa sie w rutynowych badaniach:

= utrwalacz — formalina (NBF),

= odwadniacze — alkohole — etanol, izopropanol,

= przeswietlacze — ksylen, toluen,

= parafina (typowa temperatura topnienia 56-60°C).

Wiekszos¢ odczynnikow uzywanych w jednostkach patomorfologicznych ogdélnych nie ma
statusu wyrobu medycznego, ale niektére (np. parafina do histologii) sg przewidziane do
uzycia w procedurach w histopatologii i w zwigzku z tym sg wyrobami medycznymi. Nalezy
uzywac¢ odczynnikow, ktére sg odpowiednie do badania in-vitro.

Nie zaleca sie¢ korzystania z acetonu jako odwadniacza, zwtaszcza w automatycznych
procesorach, gdyz aceton moze powodowac¢ uszkodzenie plastikowych czesci urzadzenia.
Aceton jest zbednym elementem w procedurze odwodnienia i mozna go usungé¢ catkowicie.
Wszystkie uzywane odczynniki powinny zawiera¢ peing dokumentacje (analiza, karta
charakterystyki [inaczej MSDS], numer partii i data produkciji).

5.3.1.Mate wycinki (np. endoskopowe, bioptaty gruboigtowe, mate wycinki skory itp.)
mozna przeprowadzac¢ do parafiny w trybie przyspieszonym, ktéry trwa okofo 3
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godzin. Przyktadowe programy do przeprowadzenia drobnego materiatu do
parafiny sg przedstawione w tabeli 1 i 2. Przedstawione programy bazujg na
izopropanolu, ale w wielu pracowniach nadal uzywa sie etanolu. Wybor
odczynnikdw, czas trwania programu nalezy dostosowa¢ do posiadanego
sprzetu i do instrukcji obstugi producenta.

Ponizej przedstawiono przyktadowe procedury:

Przyktadowy , krotki” program do przeprowadzenia drobnego materiatu o grubosci 0,3 cm
(np. endoskopia, skéra, bioptat gruboigtowy).
Przyktadowy Program do zastosowania w procesorze prézniowym

Temperatura °C Cisnienie

Lp. Odczynnik Czas (gg:mm) (jezeli ustawiona) (P, V)*

10% formalina buforowana
1. (NBF) 00:10 Y
2. propanol 95% 00:10 V
3. propanol 95% 00:10 Vv
4. propanol 95% 00:10 V
5. propanol 100% 00:10 V
6. propanol 100% 00:10 V
7. propanol 100% 00:10 V
8. ksylen cz. 00:15 V
9. ksylen cz. 00:15 V
10. parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 \Y
11. parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 \Y
12. parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 \

*V = ,vacuum” (proznia), t.t. = temperatura topnienia

Przyktadowy ,,krotki” program do przeprowadzenia drobnego materiatu o grubosci 0,3 cm
(np. endoskopia, skoéra, bioptat gruboigtowy).

Przyktadowy Program do zastosowania w procesorze mikrofalowym

: Czas Temperatura °C Cisnienie
Lp. SueAm < (gg:mm:ss) (jezeli ustawiona) (A, P, V, P\N)*
1 10% formalina buforowana a. 00:10:00 50 A
' (NBF) b. 00:15:00 50

2. 70% propanol — ptukanie 00:01:00 A
3. 100% propanol — ptukanie 00:02:00 A
4. 100% propanol — ptukanie 00:02:00 A
5. propanol 100% cz.d.a z' 881388 gg A
6. propanol 100% cz.d.a z' 881288 gg A
7. odparowywanie** 00:01:30 V

a. 00:10:00 70 V 500 mbar

b. 00:10:00 70 V 400 mbar

. c. 00:02:00 70 V 300 mbar

8. parafina t.t. 58-60°C d. 00:02:00 70 V 200 mbar

e. 00:02:00 70 V 150 mbar

f. 00:27:30 65 V 100 mbar

*A = ,ambient” (ciSnienie atmosferyczne [otoczenia]), V = ,vacuum” (préznia), cz.d.a. = czysty do analizy, t.t. = temperatura
topnienia

**Procesor mikrofalowy odparowuje resztki propanolu. Tu koniecznie trzeba korzysta¢ z propanolu, poniewaz etanol nie
miesza si¢ z parafing w nastgpnym etapie.

5.3.2.Duze wycinki i plastry wykrojone z resekcji narzgdéow wymagajg dtugiego czasu
penetracji przez kazdy odczynnik. Procedura rutynowa przeprowadzenia
materiatu do parafiny moze trwac wiele godzin, tj. okoto 12 i 18 godzin. Zaleca
sie przeprowadzenie materiatu przez noc i ustawienie programu tak, aby
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skonczyt sie w momencie rozpoczecia pracy zespotu technicznego nastepnego
dnia. W ten sposdb materiat moze oczekiwaé w maszynie, w NBF, az do
momentu, kiedy urzgdzenie zostanie uruchomione. Przyktadowe programy do
przeprowadzenia duzego materiatu do parafiny sg przedstawione w tabeli 3
i 4.

5.3.3.Po zakonhczeniu cyklu wiele procesoréw wymaga uruchomienia programu
czyszczagcego. Regularne stosowanie programu czyszczgcego zapewnia

wysokg jakos¢ badan.
Przyktadowy ,,dlugi” program do przeprowadzenia duzego materiatu o grubosci 0,3 cm.
Program pasuje do procesora prézniowego

1. 10% formalina buforowana (NBF) 00:30 37 P/V
2. woda — ptukanie 00:05 A

3. propanol 80% 00:30 PV
4. propanol 100% cz.d.a 00:40 P/V
5. propanol 100% cz.d.a 01:10 P/V
6. propanol 100% cz.d.a 01:10 P/V
7. propanol 100% cz.d.a 01:10 P/V
8. ksylen cz. 01:45 P/V
9. ksylen cz. 01:45 P/V
10. ksylen cz. 01:45 P/V
11. parafina t.t. 58-60°C 01:50 60 P/V
12. parafina t.t. 58-60°C 01:50 60 P/V
13. parafina t.t. 58-60°C 02:00 60 PV

*A = ,ambient” (ci$nienie atmosferyczne [otoczenia]), P/V = ,pressure vacuum cycle” (cykle cisnienie/préznia) ), cz.d.a. =
czysty do analizy, t.t. = temperatura topnienia

Przyktadowy ,,dlugi” program do przeprowadzenia duzego materiatu o grubosci 0,5 cm

(zalecana jest grubosé do 0,3 cm). Jezeli grubsze plastry sg konieczne, nalezy przemysleé¢

uzycie wiekszej kasetki. Przykia procesora mikro
0 . a. 00:15 50
1 10% formalina buforowana (NBF) b 0055 50 P/V
2. 70% propanol — ptukanie 00:05 A
3. 100% propanol — ptukanie 00:10 A
4. 100% propanol — ptukanie 00:10 A
o a. 00:15 65
5. propanol 100% cz.d.a b 01-45 65 A
o a. 00:15 65
6. propanol 100% cz.d.a b 0510 65 A
7. odparowywanie 00:01:30 V
a. 00:10 60 V 500 mbar
b. 00:10 60 V 400 mbar
. c. 00:05 60 V 300 mbar
8. parafina t.t. 58-60°C d. 00:05 60 V 200 mbar
e. 00:05 60 V 150 mbar
f. 06:00 60 V 100 mbar

*A = ,ambient” (ci$nienie atmosferyczne), P = ,pressure” (cisnienie), V = ,vacuum” (préznia), P.V = ,pressure/vacuum
cycle” (cykle cisnienie/proznia), cz.d.a. = czysty do analizy, t.t. = temperatura topnienia

**Procesor mikrofalowy odparowuje resztki propanolu. Tu koniecznie trzeba korzysta¢ z propanolu, poniewaz etanol nie
miesza sie z parafing w nastepnym etapie.

6. Zatapianie
Zatapianie materialu w parafinie umozliwia krojenie bardzo cienkich skrawkéw, ktére sg
umieszczane na szkietku podstawowym lub w probdéwkach (np. Eppendorfa) do dalszego
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badania. Wycinki umieszczone w kasetce nie powinny ulega¢ przemieszczeniu i nalezy je
zatopi¢ w sposob umozliwiajgcy uzyskanie petnej powierzchni w trakcie skrawania bloczka na
mikrotomie.
Wazne jest, aby materiat zostat zatopiony w taki sposoéb, aby uzyska¢ odpowiedni przekréj
podczas krojenia. Pracownik zatapiajgcy musi orientowa¢ materiat, aby taki efekt uzyska¢, a
potem sprawic, aby materiat byt stabilny i nie przemieszczat sie z ustawionej pozycji podczas
stygniecia parafiny. Sposéb ulozenia materialu nalezy uzgodni¢ ze specjalistg
patomorfologiem, ktéry odpowiada za procedure w pracowni lub zakladzie.
Do zatapiania materiatu tkankowego nalezy wykorzystywac stacje do zatapiania, sktadajgce
sie z dwoch lub trzech czesci:
= czes$ci gorgcej, zawierajgcej zbiornik do roztopionej parafiny, zawér z regulacjg, ktory
wydaje parafine na zgdanie, i matg ptyte chlodzaca,
= czesci zimnej, ktorg jest ptyta chtodzgca z duzg powierzchnig dla bloczkéw podczas
zastygania i opcjonalnie,
= cze$ci gorgcej, gdzie mozna przechowywac¢ kasetki z procesora i foremki do
Zatapiania.
Zaleca sie korzystanie z pincety podgrzewanej elektrycznie, ktora redukuje problemy zwigzane
z przenoszeniem przypadkowych fragmentoéw tkanek miedzy kasetkami.

UWAGA! Podczas zatapiania nigdy nie powinna by¢ otwarta w danym momencie wiecej niz
jedna kasetka (ze wzgledu na ryzyko przemieszczenia materiatu z roznych przypadkow).

6.1. W trakcie pracy nalezy pamietaé o czyszczeniu pincety.

6.2. Nalezy ostroznie otwiera¢ kasetke zawierajgcg materiat, aby znajdujacy sie w niej
materiat nie wydostat sie na zewnatrz. Nalezy sprawdzi¢, czy materiat nie przykleit sie
do wewnetrznej strony przykrywki. Jezeli pracownia uzywa przykrywek metalowych,
nalezy odstawiC¢ przykrywke w bezpieczne miejsce. Po pracy mozna wszystkie
przykrywki umieéci¢c w procesorze tkankowym podczas uruchamiania cyklu
czyszczacego. Plastikowe jednorazowe przykrywki nalezy wyrzucié.

6.3. Nalezy wybiera¢ foremki, ktére rozmiarowo pasujg do materialu tkankowego
znajdujgcego sie w kasetce i przenosi¢ materiat z kasetki do foremki. Nalezy
sprawdzi¢, czy materiat jest dobrze utozony i zorientowany i przesung¢ foremke na
matg ptyte chtodzgca, trzymajgc materiat w wybranej pozycji az do momentu, kiedy
parafina zaczyna teze¢.

6.4. Nalezy natozy¢ zanumerowang kasetke na foremki i dolewaé parafine, aby ,plecy”
bloczka byty wypetnione parafing.

6.5. Odstawi¢ $wiezo utworzony bloczek na ptyte chtodzgca.

6.6. Powtorzy¢ proces od pkt 6.1. az do wyczerpania kasetek.

6.7. Woyjac bloczki z foremek.

7. Krojenie bloczkoéw parafinowych

7.1. Wykonywanie z skrawkéw bloczkéw parafinowych jest jedng z najbardziej
czasochfonnych procedur. Osoby, ktére wykonujg skrawanie muszg miec
zapewnione odpowiednie warunki do pracy. Zaleca sie dostep do naturalnych zrédet
Swiatta, najlepiej umieszczonego bocznie. W pomieszczeniu, gdzie to nie jest
mozliwe, zaleca sie zakup lamp sufitowych, ktére majg $wiatto podobne do Swiatta
dziennego. Pomieszczenie ma byé dobrze wentylowane, ale bez przeciggéw. Meble
do pomieszczenia, szczegolnie stoty pod mikrotomami, muszg by¢ solidnie
wbudowane, aby zredukowaé ewentualnosé drganh.

7.2. Mikrotom jest urzgdzeniem precyzyjnym i wymaga dbatosci ze strony uzytkownika
(codzienne czyszczenie i, w niektorych przypadkach, smarowanie). Konieczny jest
przeglad serwisowy co najmniej raz w roku.

7.3.  Mikrotom i nozyki mikrotomowe sg wyrobami medycznymi do uzycia w badaniach in-vitro.
Ze wzgledow bezpieczenstwa nalezy korzystac ze sprzetu oznakowanego jako zgodny
z dyrektywg 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27 pazdziernika 1998 r.
i/lub rozporzgdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746.
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7.4.

7.5.

7.6.

1.7

7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

7.12.

7.13.

7.14.

7.15.

Praca z nozykiem mikrotomowym, przy zwyktym mikrotomie lub kriostacie, jest
zwigzana z ryzykiem skaleczenia.

Nozyki mikrotomowe nie sg uniwersalne i trzeba zamawia¢ odpowiedni rodzaj
nozykow, ktory pasuje do profilu pracy w pracowni.

Kat noza w mikrotomie ma bezposredni wpltyw na stopien trudnosci pracy, ale
réwniez, na jakos¢ skrawka. Kat nalezy ustali¢ na podstawie rodzaju materiatu
i doswiadczenia pracownikéw.

Szkietka podstawowe muszg by¢; ptaskie, klarowne, z réwnymi powierzchniami, bez
ostrych lub nieréwnych krawedzi lub bokdw, i z polem, gdzie mozna doda¢ opis. Powinny
by¢ zgodne z dyrektywg 98/79/WE i/lub rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego
i Rady (UE) 2017/746, ale réwniez produkowane zgodnie z odpowiednimi standardami
ISO.

W chwili obecnej standardy ISO to: ISO 8037-1:1986, ISO 8037-2:1997 i korekta ISO 8037-
2:1997/COR 1:2002.

Do badan immunohistochemicznych i molekularnych nalezy uzywaé szkietek
adhezyjnych, aby zredukowac¢ strate materialu i minimalizowaé¢ koniecznosé
powtarzania drogich badan. Nalezy uzywacC szkietek silanizowanych, poniewaz
szkietka traktowane poli-I-lizyng (polipeptyd) lub albuming (biatka) mogg reagowac
Z niektérymi odczynnikami bioaktywnymi (np. enzymy i przeciwciata).

Szkietka nalezy opisaé w sposob trwaly i jednoznaczny. Opis szkietka musi by¢
unikalny, pozwalajgcy na zidentyfikowanie zrédtowego bloczka parafinowego. Mozna
doda¢ opis w dowolny sposob (np. drukarki dedykowane, markery odporne na
chemikalia itp.) pod warunkiem, ze bedzie widoczny, a wszelkie zmiany opisu
udokumentowane.

Na szkietku nie nalezy umieszczaé wiecej materiatu niz mozna wygodnie przykry¢
szkietkiem nakrywkowym. Skrawek powinien by¢ utozony centralnie na szkietku. Jesli
bloczek parafinowy jest wystarczajgco maty, mozliwe jest umieszczenie 2, 3 lub
wiecej (w wyjatkowych przypadkach) skrawkow obok siebie. Nie nalezy pobierac
wycinkéw zbyt duzych, aby unikng¢ sytuacji, ze skrawek krojony z bloczka nie bedzie
sie miescit na szkietku podstawowym w strefie, gdzie bedzie mozna go swobodnie
nakry¢ szkietkiem nakrywkowym (patrz pkt 4).

Wymagana jest czysto$¢ stanowiska pracy. Resztki po trymowaniu bloczka
parafinowego nalezy czesto usuwaC i wyrzuca¢ do pojemnika z odpadami
medycznymi.

Woda w fazni musi by¢ czysta i nalezy jg wymieniaé co najmniej 1x dziennie. Aby
zredukowacé problemy zwigzane z kontaminacjg materiatu z innego przypadku, nalezy
czesto czysci¢ powierzchnie wody.

W przypadku krojenia skrawkéw do badah molekularnych, pracownik ma obowigzek
doktadnie wyczysci¢ mikrotom wraz z uchwytem do noza. Materiat z kazdego
przypadku nalezy kroi¢ nowym nozykiem i nie dotykac skrawka gotymi rekami. Nalezy
uzywacé czystych rekawiczek i czystych narzedzi (np. pincety).

Po krojeniu skrawki do rutynowego barwienia HE lub innego barwienia (histochemia,
immunohistochemia, FISH) nalezy doktadnie wysuszy¢ (celem redukcji artefaktu
.babelkowego”, ang. nuclear bubbling), a potem ,zgrza¢” szkietka, aby poprawi¢
przyczepnos¢ miedzy skrawkiem i szkietkiem.

UWAGA! Nie nalezy podgrzewa¢ szkietka w temperaturze powyzej 60°C, poniewaz
mozna uszkodzi¢ niektore struktury biatek, tworzgc nowe artefakty tj. m.in. powyzej
opisany tzw. artefakt bgbelkowy.

Po zakonczeniu pracy mikrotom nalezy wyczysci¢ i umiesci¢ nozyk w pojemniku na
opady medyczne ostre.

Barwienie

8.1.

Barwniki do badan histopatologicznych sg wyrobami medycznymi do uzycia
w diagnozie in-vitro zgodnie z dyrektywg 98/79/WE i/lub rozporzadzeniem

21|Strona



8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 i nie nalezy kupowac barwnikow nie
bedacych wyrobami medycznymi.

Standardowe barwienie morfologiczne w histopatologii to metoda barwienia
hematoksyling i eozyng. Sg dostepne rézne formy hematoksyliny i kazdy rodzaj
troche inaczej barwi preparaty. Standaryzowanie barwienia jest nie do konca
mozliwe, poniewaz ,wyglagd” preparatu jest pojeciem co najmniej czesciowo
subiektywnym.

W zwigzku z tym pracownia powinna ustali¢ wzor barwienia, ktéry bedzie
zaakceptowany przez kierownika.

Nalezy ustali¢ termin przydatnosci barwnika na bazie daty rozpoczecia eksploatac;ji
i zuzycia (liczba zabarwionych preparatéw) i wymieni¢ zuzyty lub czesciowo zuzyty
odczynnik w terminie gwarantujgcym jako$¢ barwienia.

Barwienie reczne nie jest zalecane z powodu braku powtarzalnosci i bezpieczenstwa.
Zaleca sie korzystanie ze zautomatyzowanego systemu do barwienia, ktéry
gwarantuje, ze wszystkie preparaty sg zabarwione w identyczny sposéb. Barwiarki
takie sg réwniez wyrobem medycznym do uzycia w diagnozie medycznej.

Ponizej (tabela 5) przedstawiony jest przyktadowy program do barwienia preparatow
metodg HE. Przedstawiony program bazuje na izopropanolu, ale w wielu pracowniach
nadal uzywany jest etanol. Wybdr odczynnika i czas trwania programu nalezy
dostosowac do posiadanego sprzetu i do instrukcji obstugi producenta.

1. ksylen 02:00
2. ksylen 02:00
3. ksylen 03:00
4. propanol 100% 01:00
5. propanol 90% 00:30
6. propanol 70% 00:30
7. woda biezgca 00:30
8. hematoksylina Harrisa 15:00
9. woda biezgca 05:00
10. 1% HCI w 70% propanolu 00:05
11. woda biezgca 06:00
12. 1% eozyna Y w wodzie 04:30
13. woda biezgca 03:00
14. propanol 70%* 00:20
15. propanol 90% 00:30
16. propanol 100% 01:00
17. propanol 100% 01:00
18. ksylen 00:20
19. ksylen 00:20
20. ksylen 00:20

*Czas doktadny — odczynnik ma wptyw na réznicowanie

8.6. Po barwieniu nalezy przykry¢ preparaty szkietkiem nakrywkowym w sposob trwaty,

ktéry pozwala na diugoterminowe przechowywanie. Szkietka nakrywkowe majg by¢
dobrej jakosci. Nalezy uzywac szkietek, ktoére sg zgodne z dyrektywg 98/79/WE i/lub
rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 oraz
produkowane zgodnie z odpowiednimi standardami ISO. W chwili obecnej standardy
ISO to: ISO 8255-1:2017 i 1ISO8255-2:2013.

9. Przekazanie preparatow do diagnostyki
9.1. Skompletowany zestaw preparatow nalezy sprawdzi¢ pod wzgledem: kompletnosci

i poprawnoséci technicznej (jakos¢ skrawkow i barwienia) i formalnej (opisywanie
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9.2.

szkietek zwigzanych z materialtem dokumentéw), i w razie potrzeb poprawic.
Poprawki formalne nalezy udokumentowac.

W bazie danych nalezy udokumentowac date przygotowania preparatéw i osobe
odpowiedzialng za przygotowanie preparatow. Nalezy rowniez udokumentowac date
i godzine wydania zestawu, nazwisko patomorfologa, ktéremu zestaw zostat wydany.
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Zalacznik: wytyczne badan
histochemicznych

Wykorzystanie

Narzady — Elementy Grubos¢ Tkanka o w diagnostyce
LS przyktady wykrywane skrawka kontrolna B R histopatologicznej —
przykiady
(hemaHtEks lin iadra komorkowe/ jadra komoérkowe — fioletowo- metoda rutynowa
2007 na){) kazdy 13 cvioplazma 3-4 um dowolna niebieskie, cytoplazma — rézowo- w diagnostyce
2 djec?,e 1 ytop czerwona histopatologicznej
identyfikacja $luzu
zotgdek $luz — rézowy (karminowy) w cytoplazmie komérek
jelito cienkie w cytoplazmie lub lub zewnatrzkomdrkowo
MUCIKARMIN jelito grube 3-4 um pozakomaérkowo (ré6zne narzady)
(karmin) jajnik mucyny kwasne lub 5-7 jelito grube
zdjecie 2 gruczot krokowy um poza tym: obecnos¢ metaplazji
ptuco jadra komoérkowe — fioletowo- jelitowej — btona
skora niebieskie Sluzowa zotgdka,

przetyk Barretta
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Grubos¢é

Wykorzystanie

Metoda c.d. BT = Bl 2t skrawka el Efekt barwienia c.d. o diagno;tyce .
przyktady c.d. wykrywane c.d. c.d kontrolna c.d. histopatologicznej —
. przyktady c.d.
przelyk mucyny kwasne — niebiesko-
AB-PAS zotgdek pozyt_ywna turkusowe mucyny neutraine — obecnos$¢ metaplazji
(Alcian blue — jelito cienkie mucyny kwasne reakcja np. . rozowe jelitowej — btona
0aS pH 2,5) nerka mucyny neutralne 3-4 um _bigna _éluzpwa glikogen — ré6zowy Sluzowa Zotadka
zdjecie 3 skoéra glikogen jelita cienkiego poza tym: ' przetyk Barretta’
gruczot krokowy czy oskrzela jadra komoérkowe — fioletowo-
niebieskie
Helicobacter pylori — niebiesko-
granatowe drobne cienkie
pateczki obecnos¢ Helicobacter
zotadek dodatni inne bakterie — granatowo- pylori
jelito cienkie dek niebieskie w btonie Sluzowej
GIEMSA skora Helicobacter pylori przypacex mastocyty z ziarnisto$ciami — zofgdka
o . . . . 5-7 ym z obecnoscig R . . .
zdjecie 4 Sledziona inne bakterie Helicobacter niebieskie poszukiwanie bakterii
wezet chionny pylori poza tym: jako etiologii zapalenia
inne cytoplazma — rézne odcienie (ré6zne narzady)
niebieskiego mastocytoza
jadra komorkowe — rézne
odcienie niebieskiego
kolagen — zielony
tkanka tgczna — zielona lub
watroba niebiesko-zielonkawa
nerka widkna miesniowe — czerwone
islito cienkie tkanka nerwowa — zielona lub
J ' nerka niebiesko-zielonkawa guzy tkanek miekkich
MASSON geurgg tkanka _’raczpa w_atr_oba keratyna — jas_noczerwona choroby $rédmigzszowe
zdjecie 5 jadro tkanka migsniowa 3-4 ym jelito $luz — zielony . ptuc _
tarczyca tkanka nerwowa piuco poza tym: _bloptat nerki
macica inne cytoplazma — jasnoczerwona bioptat watroby
ajnik jadra komérkowe — niebiesko-
trzustka fioletowe

lub czarne (barwa jest zalezna od
rodzaju uzytej hematoksyliny)
erytrocyty — pomaranczowo-zotte
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Metoda c.d.

Narzady —

przyktady c.d.

Elementy
wykrywane c.d.

Grubos¢é
skrawka
c.d.

Tkanka

kontrolna c.d.

Efekt barwienia c.d.

Wykorzystanie

w diagnostyce
histopatologicznej —

przyktady c.d.

wibkna
srebrochtonne guzy tkanek miekkich
watroba wtokna retikulinowe witokna siateczki — czarne bioptat watroby
a widkna nerwowe witdkna nerwowe — czarne thecoma jajnika —
GOMORI ptuco s .
. . ; niektore 3-4 ym watroba tkanka fgczna — brgzowa widkna srebrnochtonne
zdjecie 6 Sledziona drob ; kol S ot lataia kazda komark
wezet chionny robnoustroje, np. olagen - zoity _ oplatajg kazdg komorke
Nocardia sp., nocardia — czarne strzepki osobno
Pneumocystis nokardioza
jiroveci
ocena bton
podstawnych (skora,
nerka bfony Sluzowe, kiebuszki
watroba mukopolisacharydy nerkowe)
23 dek mucyny obojetnochtonne — r6zowe grzybica skéry, bton
alito iienkie (mukopolisacharyd polisacharydy nierozpuszczalne Sluzowych (rézne
PAS (paS) J y) obojetnochtonne pozytywna (glikogen) — rézowe narzady)
-\ serce . 3-4 ym ; ) S o
zdjecie 7 11CO polisacharydy reakcja nici i zarodniki grzybni — r6zowe guzy tkanek miekkich
P dro nierozpuszczalne poza tym: migsak Ewinga — pas —
ruchoa} krokow (glikogen) jadra komorkowe — fioletowo- dodatnia cytoplazma
9 skora y niebieskie komorek migsaka
nowotwory z komoérkami
0 jasnej cytoplazmie
wypetnionej glikogenem
kolagen — niebieski
wiékna migsniowe —
pomaranczowe ocena widknienia
watroba watroba zrab ktebuszkéw nerkowych — :
AZAN . AN w watrobie
e skora tkanka fgczna 3-4 um niebieski ;
zdjecie 8i9 . X (lub inne narzady)
tarczyca jelito neuroglej — rudawy guzy tkanek miekkich
poza tym:

chromatyna — czerwona
erytrocyty — czerwone
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Grubos¢é

Wykorzystanie

Metoda c.d. BT = Bl 2t skrawka il Efekt barwienia c.d. o d|agno§tyce .
przyktady c.d. wykrywane c.d. c.d kontrolna c.d. histopatologicznej —
o przykiady c.d.
nerka
watroba
Sledziona .
nadnercze dodatn amyloid — ceglas_to—czerwone
CONGO RED jelito odatni Zogi . kazda postac
o . przypadek ze poza tym: ;
(czerwien serce amyloid 4-5 ym h . iadra komork iebiesk amyloidozy
Kongo) gruczoty slinowe zlogami Jadra Komorkowe — niebiesko- (ré6zne narzady)
sk6ra amyloidu fioletowe
pluco pozostate tkanki — jasnoniebieskie
tarczyca
inne
grzyby — czarne
bakterie — czarne poszukiwanie etiologii
GR.OC.:OTT . dodatni poza tym: zapalen — grzybicza lub
zdjecie 10 skora o 4-5 uym 4
(wycinki HICO grzyby (zarodniki) przypadek bfona podstawna — czarna bakteryjna
ara)flinowe / Fi)nne bakterie 6 um z obecnoscig $luz — szaro-czarny (np. kolonie
rrr)wozakowe) H grzybow glikogen — szaro-czarny actinomyces)
erytrocyty — zotte (rozne narzady)
tto — zielone
nerka
watroba
Sledziona
SIRIUS RED na(_jnt_ercze dodatni amyloid — bezpostamow_e rézowo- _ ]
(czerwier jelito rzvnadek ze czerwone ziogi kazda postac
; serce amyloid 4-5 uym przyp . (rézne odcienie) amyloidozy
Syriusza) &l ztogami . e
zdjecie 1112 gruczoty slinowe amyloidu _ poza tym: o (ré6zne narzady)
skoéra jadra komorkowe — niebieskie
ptuco
tarczyca
inne
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Metoda c.d.

Narzady —

przykiady c.d.

Elementy
wykrywane c.d.

Tkanka
kontrolna c.d.

Efekt barwienia c.d.

Wykorzystanie

w diagnostyce
histopatologicznej —

przykiady c.d.

fibrothecoma jajnika

SUDAN 1 jajnik lipidy (ttuszcze) — czerwono- zator tluszczow
SUDAN SUDAN I piuca wycinek np. z P omarariczowe w réznych Iokalizac)'/ach
BLACK tetnice 5-6 um fibrothecoma P y )
(V\{ycmkl SUDAN BLACK hadnercza Jajnika lipidy (ttuszcze) — czarne zlogi lipidowe w

mrozakowe) przytarczyce
blaszkach
miazdzycowych
uwidocznienie blaszki
ptuco optucna 16k | fiol sprc—;‘zysjftej op’fucnej
WEIGERT optucna ] widkna elastyczne — fioletowo- ptucnej
widkna elastyczne brgzowo-czarne w rakach ptuca pod
ELASTIC serce st 3-4 ym ptuco -~ i2dra komork katem iei K .
zdjecie 13 jadro (sprezyste) poza tym: jadra komorkowe — atem jej przekraczania
Sl niebiesko-fioletowe przez naciek raka
jajnik nerka
(cecha pl1)
guzy tkanek miekkich
WILSON . miedz — czerwone lub czerwono- s . —_
(wykrywanie dodatni omaranczowe zloai obecno$é¢ ztogéw miedzi

WyKTywa watroba ztogi miedzi 6-8 um przypadek ze P L 709 w hepatocytach lub

miedzi) Co poza tym: jgdra komdrkowe — .
o ztogami miedzi S w innych narzadach
zdjecie 14 niebieskie
ptuco dodatni obecnos¢ pratkow
ZIEHL- optucna pratki gruzlicy przypadek z pratki gruzlicy i actinomyces — ruzlic P ?z
NEELSEN wezly chtonne promieniowce 5-7 ym obecnoscig czerwone poza tym: tto — 9 yprzy
- . . ) L podejrzeniu gruzlicy
zdjecie 15 zotgdek pasozyty pratkow niebieskie -
! - (ré6zne narzady)
inne gruzlicy
nerka kolagen (tkanka taczna widknista)
ptuco — czerwone migsnie — zétte guzy tkanek migkkich
VAN GIESON watroba kolagen 3-4 um pozytyvyna fibryny (b_laiko proste) — z_grte o
macica tkanka fgczna reakcja poza tym: cytoplazma — zétta choroby $rédmigzszowe
inne jadra komorkowe — niebiesko- ptuc

fioletowe
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Wykorzystanie

Grubosé )
Metoda c.d. DEIEEL )7 SIEmEnBy skrawka Ui Efekt barwienia c.d. o d|agno§tyce .
przyktady c.d. wykrywane c.d. cd kontrolna c.d. histopatologicznej —
— przykiady c.d.
ptuco
ELASTIC VAN optucna witokna sprezyste
GIESON naczynia witdkna kolagenowe
krwionosne
obecnosé zelaza
ZELAZO watroba . dodatni reaktywne jony Zelaza (zelazo w komarkach np.
. reaktywne ztogi trojwartosciowe) — niebieskie makrofagi ptucne
PERLSA skoéra : 4-5 um przypadek ze h . N
o . . zelaza . poza tym: jgdra komdrkowe ztogi zelaza
zdjecie 16 Sledziona ztogami zelaza . .
i cytoplazma — czerwone np. w watrobie
(rézne narzady)
COLLOIDAL wycinek z raka mucyny kwasne — niebieskie (rgilégiher:;?eszoi:r?l)i/snggi
IRON (zelazo nerka mucyny kwasne 4-5 uym chromofobneg poza tym: jgdra komorkowe — : .
. . w cytoplazmie komodrek
koloidalne) o nerki czerwone raka)
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Wybrane zdjecia barwien histochemicznych

Zdjecie 1. Rutynowe barwienie HE (hematoksyling i eozyng): wycinek blony sluzowej zotgdka: jadra komérkowe
— fioletowo-niebieskie (=), cytoplazma komorek — rézowo-czerwona (*) [pow. 100x].

Zdjecie 2. Mucikarmin: wycinek ptuca: w $wietle naczynia chfonnego zator z komorek gruczolakoraka —
w pojedynczych komodrkach obecny sluz (); poza tym dodatnia wewnetrzna reakcja kontrolna w komorkach
nabtonka oskrzelowego i gruczotach btony sluzowej (*) — $luz barwy rézowej [pow. 200x].

Zdjecie 3. AB-PAS: wycinek btony $luzowej odzwiernika z cechami metaplazji jelitowej: ogniska metaplazji jelitowej
w postaci niebieskiej cytoplazmy komorek cewek gruczotowych (=), cytoplazma prawidtowych komorek cewek
gruczotowych — réozowa (*) [pow. 200x].

Zdjecie 4. Giemsa: btona sluzowa zotadka: na powierzchni nabtonka gruczotowego obecne bakterie Helicobacter
pylori w postaci drobnych, cienkich, niebiesko-granatowych pateczek (=) [pow. 400x].

30|Strona



Zdjecie 5. Masson: wycinek tkanek miekkich: tkanka tgczna zielona lub niebiesko-zielonkawa (=), migsnie (tu:
w $cianie naczyn) fioletowe (*), erytrocyty czerwone [pow. 200x].

Zdjecie 6. Gomori: wycinek ptuca: tkanka tgczna w optucnej ptucnej i przegrodach biegngcych od niej w kolorze
rudawo-brgzowym (=), widkna sprezyste w przegrodach miedzypecherzykowych w kolorze czarnym (*) [pow.
100x].

Zdjecie 7. PAS: bioptat nerki: btony podstawne naczyn wlosowatych w ktebuszkach nerkowych wybarwione na
rézowo (=) [pow. 200x].

Zdjecie 8. Azan: bioptat watroby: widknienie w postaci niebieskiej tkanki tgcznej obrysowujgcej guzki
regeneracyjne (zaznaczono ->) [pow. 100x].
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Zdjecie 9. Azan: wycinek ptuca: tkanka tgczna okotooskrzelowa w kolorze niebieskim (=), miesnie w kolorze
czerwonym (*), cytoplazma komadrek nabtonka oskrzelowego pomaranczowa (e) [pow. 200x].

Zdjecie 11. Sirius Red: wycinek nerki: amyloidoza nerki w postaci r6zowych bezpostaciowych zlogéow amyloidu
w kiebuszkach nerkowych (=) [pow. 100x].

Zdjecie 12. Sirius Red: wycinek matych gruczotéw s$linowych: rézowe bezpostaciowe ztogi amyloidu wokot czesci
wydzielniczych gruczotéw slinowych (=) [pow. 200x].
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Zdjecie 13. Weigert: wycinek ptuca z optucng ptucng: w optucnej ptucnej blaszka sprezysta wybarwiona na czarno
(=) [pow. 100x].

Zdjecie 14. Wilson: bioptat watroby: zlogi miedzi w cytoplazmie hepatocytéw w przebiegu choroby Wilsona
w kolorze czerwono-pomaranczowym (=) [pow. 200x].

Zdjecie 15. Ziehl-Neelsen: wycinek ptuca: w ognisku martwicy serowatej obecne pratki gruzlicy w postaci
czerwonych lub rubinowych drobnych pateczek (=) [pow. 400x].

Zdjecie 16. Zelazo Perlsa: zlogi zelaza w makrofagach ptucnych w kolorze niebieskim (=) [pow. 400x].
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Zalacznik: najczesciej uzywane
przeciwciata w badaniach
immunohistochemicznych

Obecnie zdecydowana wiekszos¢ komercyjnie dostepnych przeciwciat i surowic jest
dostosowana do pracy z materiatem utrwalonym w 10% roztworze zbuforowanej formaliny.
W zwigzku z tym w czesci przypadkow konieczne jest wczesniejsze zastosowanie procedury
odstaniania determinant antygenowych.

Odstanianie determinant antygenowych

Utrwalanie tkanek w réznych utrwalaczach w réznym stopniu zmienia konformacje biatek, co
powoduje takze modyfikacje w obrebie epitopdéw, czynigc je niedostepnymi dla swoistych
przeciwciat. W zwigzku z tym przed przeprowadzeniem wtasciwej reakcji stosuje sie rozne
zabiegi majgce na celu przywrocenie biatku wiasciwej konformacji, tzw. odstanianie
determinant antygenowych (epitope retrieval). Efekt taki mozna uzyskac¢ stosujgc odpowiednie
enzymy proteolityczne (np. proteinaza K, pepsyna) lub inkubacje badanych tkanek w wysokiej
temperaturze (95-120°C w zaleznosci od zastosowanej aparatury — heat induced epitope
retrieval, HIER) oraz w zmiennym pH. Aby utatwi¢ dostep przeciwciat do wnetrza komdrek
i ich wigzanie sie z antygenem stosowana jest permeabilizacja bton komodrkowych
detergentami.

Reakcje niespecyficzne

W przypadku stosowania przeciwciat znakowanych enzymami konieczne jest dodatkowo
unieczynnienie tkankowego enzymu o takiej samej aktywnos$ci jakg wykazuje enzym
znacznikowy. Unieczynnienie endogennego enzymu przeprowadza si¢ poprzez inkubacje
komorek lub tkanki z odpowiednim inhibitorem (w przypadku zastosowania jako znacznika
peroksydazy chrzanowej uzywa sie 0,3-3% roztworu nadtlenku wodoru) przed wykonaniem
wiasciwej reakcji immunohistochemicznej. Wigzanie antygen-przeciwciato charakteryzuje sie
wysokg specyficznoscia, jednak istnieje mozliwos¢ wystepowania nieswoistych oddziatywan
miedzy badang tkankg a biatkami osoczowymi. W celu zapobiegania takim nieswoistym
oddziatywaniom przed wykonaniem wtasciwej reakcji immunohistochemicznej przeprowadza
sie inkubacje preparatéw z nieaktywng immunologicznie surowicg obcogatunkowg (surowica
innego zwierzecia niz to, od ktérego pozyskano przeciwciata).

Reakcje kontrolne

W celu uniknigcia fatszywie pozytywnych i fatszywie negatywnych wynikéw przeprowadza sie
odpowiednie reakcje kontrolne: kontrole pozytywng oraz negatywng. W pierwszym przypadku
reakcje przeprowadza sie na tkance, w ktérej na pewno obecny jest badany antygen. Brak
dodatniej reakcji moze swiadczyc¢ o btedach metodycznych lub o nieaktywnych przeciwciatach.
Kontrola negatywna polega na zastgpieniu inkubacji badanego materiatu z przeciwciatem
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swoistym dla badanego antygenu inkubacjg z przeciwciatami lub surowicg nieimmunizowanego
zwierzecia gatunku, ktory byt wykorzystany do uzyskania przeciwciat swoistych, lub na catkowitym
pominieciu przeciwciata swoistego. Wystgpienie pozytywnego odczynu w kontroli negatywnej
Swiadczy o nieswoistym wigzaniu sie z tkankg jednego ze sktadnikdw reakcji.

Detekcja

Mozliwe jest wykorzystanie przeciwciat w uktadzie bezposrednim lub po$rednim. W pierwszym
przypadku przeciwciato rozpoznajgce antygen jest sprzegniete ze znacznikiem i po inkubacji
z substratem dla enzymu (chromogen) powstaje barwny produkt, co umozliwia uwidocznienie
miejsca wigzania antygen-przeciwciato. W drugim przypadku reakcja jest dwuetapowa.
Najpierw dochodzi do powstania kompleksu antygen-przeciwciato pierwszorzedowe. Dopiero
w drugim etapie stosuje sie znakowane przeciwciato drugorzedowe, tworzgce kompleks
antygen-przeciwciato z przeciwciatem pierwszorzedowym. Do wykrywania antygenu
wykorzystuje sie takze zdolno$¢ swoistego wigzania miedzy awidyng (lub streptawidyng)
i biotyng. Biotynylowane przeciwciata wigzg silnie awidyne lub streptawidyne, ktéra zaleznie
od metody detekcji jest sprzezona z odpowiednim znacznikiem. Jedna czgsteczka awidyny
wigze cztery czgsteczki biotyny, wzmacniajgc w ten sposob sygnat powstajgcy w skutek
wykrycia antygenu. Coraz wiekszg popularnos¢ zdobywaja tez gotowe zestawy odczynnikow,
w ktérych przeciwciata drugorzedowe oraz enzymy umieszczone sg na czgsteczce polimeru.
Przeprowadzane z ich zastosowaniem reakcje charakteryzujg sie wysokg czutoscig oraz
zwykle sg mniej czasochtonne od standardowych metod.

Nalezy zwréci¢ uwage na dobdér odpowiedniego systemu detekcyjnego ze wzgledu na rodzaj
ocenianego antygenu i stosowanego przeciwciata pierwotnego.

Technologia

W rutynowej diagnostyce stosuje sie barwienia z wykorzystaniem systeméw automatycznych.
Wyjatek stanowig badania z wykorzystaniem nowych przeciwciat, dla ktérych nie ma
mozliwosci wykorzystania systemoéw automatycznych. Metoda automatyczna zapewnia
standaryzacje, powtarzalnos¢ i wydajnos¢ wykonywanych badan. Dostepne sg gotowe
zestawy wszystkich niezbednych odczynnikow do wykonania zautomatyzowanej reakc;ji
immunohistochemicznej.

Lista najczesciej stosowanych przeciwciatl w diagnostyce patomorfologicznej

Najczesciej uzywane przeciwciata w diagnostyce immunohistochemicznej

AE1/AE3 mieszanka cytokeratyn, marker r6znicowania nabtonkowego
AEP pgwotworowe | nienowotworowe chorob_y watroby, guzy pecherzyka
z6ttkowego, mieszane nowotwory germinalne
AMACR rak prostaty, HGPIN
ALK-1 anaplastyczny chioniak wielkokomoérkowy, zapalny guz miofibroblastyczny,
gruczolakorak ptuc
AR receptor androgenowy, rak stercza, znaczenie prognostyczne i predykcyjne
BCL-2 chtoniak grudkowy, niektére chtoniaki B i T-komdrkowe, guzy tkanek miekkich
BCL-6 komorki B w centrach rozmnazania, chtoniak grudkowy, DLBCL
antygen nabtonkowy, pomocny w diagnostyce réznicowej raka
Ber-EP4 N .
i miedzybfoniaka
R-katenin fibromatoza, miesak mazidwkowy
BOB-1 limfocyty B
Calcitonin komorki C tarczycy, rak rdzeniasty tarczycy
Caldesmon komorki miesni gtadkich, komorki mioepitelialne
Calponin komorki mioepitelialne, miofibroblasty, komaérki miesni gtadkich
Calretinin komaorki mezotelialne, guzy ze sznurdw pifciowych, guzy kory nadnerczy
CAM 5.2 cytokeratyny lekkie, réznicowanie nabtonkowe
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CD3 limfocyty T
CD4 limfocyty Th (pomocnicze), tymocyty, monocyty
CD5 limfocyty T, B-CLL/SLL, MCL, rak grasicy
CD8 cytotoksyczne limfocyty T, tymocyty, komérki NK, T-LGL
chtoniaki z limfocytéw B i T, komorki podécieliskowe endometrium, rak
CD10 .
nerkowokomorkowy
komorki nablonkowe, komorki linii mieloidalnej, komérki Reed-Stenberga
CD15 . )
(chtoniak Hodgkina)
CD19 limfocyty B, komérki dendrytyczne
CD20 limfocyty B
CD21 grudkowe komoérki dendrytyczne, limfocyty B
CD23 grudkowe komorki dendrytyczne, limfocyty B, B-CLL
CD30 komorki Reed-Stenberga, anaplastyczny chtoniak wielkokomérkowy, DLBCL,
rak zarodkowy
CD31 komorki Srodbtonka, nowotwory naczyniowe, komorki plazmatyczne
CD34 komorki macierzyste, komorki $rédbtonka, guzy tkanek migkkich, GIST
CD45 wspolny antygen leukocytarny
CD56 nqwotyvory z réinicowaniem nerwowym oraz nguroendokrynnym, guzy tkanek
migkkich, komorki NK, komérki plazmatyczne, limfocyty T, T-LGL
CD61 Megakariocyty, ptytki krwi
CD68 histiocyty, makrofagi
CD99 PNET/ miesak Ewinga, guzy tkanek miekkich, guzy ze sznuréw piciowych
CD117 (C-KIT) GIST_, niektére raki, w tym adenoid cystic carcinoma, guzy z komoérek
germinalnych
CD138 komorki plazmatyczne, komoérki nabtonkowe
CDX-2 réznicowanie jelitowe, guzy przewodu pokarmowego, rak jelita grubego
CEA réznicowanie nabtonkowe, gruczolakoraki, odczyn negatywny

w miedzybtoniakach

Chromogranin A

guzy neuroendokrynne, przyzwojaki

CK5/6

nowotwory z roznicowaniem ptaskonabtonkowym, komaorki mioepitelialne,
réznicowanie wewnatrzprzewodowych rozrostéw w gruczole sutkowym

w potfgczeniu z cytokeratyng 20 przydatna w diagnostyce rakéw o nieznanym

CK7 ) .
oghisku pierwotnym

CK8 cytokeratyna lekka

CK19 komorki nabtonkowe, pomocna w réznicowaniu tagodnych rozrostéw i raka
brodawkowego tarczycy

CK20 nabtonek przewodu pokarmowego, nabtonek urotelialny, komérki Merkla
cytokeratyna ciezka, roznicowanie ptaskonabtonkowe, komorki warstwy

CKHMW podstawnej nabtonka gruczotowego stercza, pomocna w réznicowaniu raka
stercza oraz $rédnabtonkowej neoplazji stercza (PIN)

Cyclin D1 biatko regulujace cykl komoérkowy, chtoniak z komoérek ptaszcza/MCL

. komorki miesni gtadkich i prazkowanych, migsaki gladkokomérkowe, miesaki

Desmin . . :
prazkowanokomorkowe, desmoplastic small round cel tumor

DOG1 GIST, w przypadku zmian CD117 ujemnych

EBV (LMP1) wirus Epstein Barr — biatko btonowe

E-Cadherin réznicowanie rakow przewodowych i zrazikowych w obrebie gruczotu
sutkowego
komarki nabtonkowe, niektére miesaki, oponiaki, rozrosty

EMA S )
limfoidalne/hematologiczne
receptor estrogenowy, marker predykcyjny w terapii hormonalnej raka piersi,

ER drogi rodne, komorki stromalne btony $luzowej jamy macicy, niektére guzy
tkanek miekkich

Fascin komorki Hodgkina i Reed-Stenberga

HepParl wiekszos¢ rakow watrobowokomorkowych

HER2 czynnik prognostyczny i predykcyjny w raku piersi
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HMB-45 zmiany barwnikowe, PEComa

GATA3 nowotwory nabtonkowe, gtéwnie raki piersi oraz raki urotelialne

GFAP glejaki, guzy Slinianek, guzy z r6znicowaniem nerwowym

Glypican-3 rak watrobowokomaérkowy, guzy z komoérek germinalnych, yolk sack tumor

Inhibin guzy ze sznuréw piciowych, guzy kory nadnerczy

Kappa limfocyty B, komorki plazmatyczne

Ki-67 marker proliferacji komorkowej

Lambda limfocyty B, komorki plazmatyczne

Mammaglobin rak piersi, zmiany w obrebie slinianek, nowotwory z gruczotéw potowych

Melan-A zmiany barwnikowe, guzy kory nadnerczy, PEComa

MITF zmiany barwnikowe

MLH-1 ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita
grubego

MPO AML, miesak granulocytarny

MSH-2 ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita
grubego

MSH-6 ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita
grubego

MUM-1 komorki plazmatyczne, dojrzate limfocyty B, aktywowane limfocyty T, komorki
Reed-Stenberga, DLBCL

MYO D1 miesak prgzkowanokomorkowy

Myogenin migsak prgzkowanokomorkowy

Myoglobin migsak prgzkowanokomorkowy

Napsin A gruczolakorak ptuca

NSE komorki nerwowe i neuroendokrynne

OCT-2 limfocyty B

pl6 dysplazja/rak zwigzany z HPV

p53 biatko regulujgce cykl komoérkowy

063 kqmér_ki vyarstwy p_odstawnej nabtonka gruczotowego stercza, komorki
mioepitelialne, raki ptaskonabtonkowe

0120 rak zrazikowy _g_ruczo_iu sutko_wego, umolzliwia réz_nicowanie miedzy
przewodowymi i zrazikowymi rozrostami w obrebie gruczotu sutkowego

PAX-2 rak nerkowokomoérkowy

PAX-5 limfocyty B, komérki Reed-Stenberga, raki drobnokomérkowe

PAX-8 rak nerkowokomorkowy, raki z narzadu rodnego

PLAP raki z komérek germinalnych, choroba trofoblastyczna
receptor progesteronowy, czynnik predykcyjny terapii hormonalnej w raku

PR L
gruczotu sutkowego, narzad rodny, guzy tkanek migkkich

PSA rak stercza

RCC (PNRA) rak nerkowokomérkowy

SATB2 rak gruczotowy jelita grubego, wyrostka robaczkowego

S100 guzy z réznicowaniem nerwowym, czerniak, chondrocyty, niektére nowotwory
nabtonkowe

SMA miofibroblasty, komérki mioepitelialne

Synaptophysin nowotwory z réznicowaniem nerwowym i neuroendokrynnym,

TdT tymocyty korowe, B-ALL, T-ALL

Thyroglobulin

rak pecherzykowy i rak brodawkowy tarczycy

TTF-1

raki ptuc i tarczycy, raki drobnokomaérkowe

Uroplakin

rak urotelialny

Vimentin

nowotwory mezenchymailne, czerniak, niektére raki i chfoniaki

WT-1 N-terminus

komaorki mezotelialne, miedzybtoniak, gruczolakorak jajnika, guzy ze sznuréw
piciowych, nowotwory podscieliskowe w obrebie macicy

WT-1 C-terminus

desmoplastic small round cel tumor
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Zalacznik: wytyczne dotyczace
wykonywania wybranych badan
dodatkowych

. Badania immunofluorescencyjne (immunofluorescencja bezposrednia) na przykfadzie

biopsji nerek:

poddanie nieutrwalonego materiatu tkankowego jak najszybciej procedurze IF, jedynie
w wyjatkowych przypadkach przechowywanie biopunktatu w temp. -80°C po owinieciu w
folie i wykonanie odczynéw w pdzniejszym terminie,

przymrozenie materiatu tkankowego na ,michatku” w kriostacie w temp. -25°C,

skrojenie zamrozonych skrawkéw w kriostacie, umieszczenie ich na szkietku podstawowym,
standardowe barwienie HE oraz ocena skrawkéw mrozonych w mikroskopie swietinym
(w diagnostyce ktebuszkowych chordb nerek — dyskwalifikacja biopunktatéw niezawierajgcych
kiebuszkéw z dalszej procedury),

skrojenie zamrozonych skrawkéw o grubosci 6-8 uym w kriostacie i umieszczenie ich na
zwyktych szkietkach podstawowych lub szkietkach SuperFrost (10 szkietek podstawowych),
suszenie na powietrzu przez 15 min,

utrwalanie w acetonie cz.d.a. przez 5 min,

ptukanie w PBS — 2x po 5 min,

nakroplenie komercyjnych surowic sprzezonych z fluorochromem (najczesciej surowice
FITC — sprzezone z fluoresceing) w rozcienczeniach sugerowanych przez producenta
i umieszczenie ich w komorze wilgotnej w temp. pokojowej, czas: 40 min,

panel surowic w diagnostyce kitebuszkowych choréb nerek: IgG, IgA, IgM, C1q,C3c,
fibrynogen, fancuchy lekkie lambda i tancuchy lekkie kappa,

wykonanie kontroli negatywnej (odczyn z ominigciem przeciwciata sprzezonego
z fluorochromem) oraz wykonanie kontroli pozytywnej (odczyn w tkance zawierajgcej
badany antygen),

ptukanie w PBS 3 x po 5 min,

zaklejenie preparatéw czystg gliceryng,

umieszczenie preparatow w zamknietej komorze wilgotnej w lodéwce w temp. 4°C (mogg
by¢ przechowywane w lodéwce w temp. 4°C do 3 dni).

Badanie w mikroskopie elektronowym (na przyktadzie biopsji nerki):

utrwalanie materiatu tkankowego w 3,5% aldehydzie glutarowym w 0,13 M buforze
kakodylowym — 24 godz. w temp. 4°C,

ptukanie w 0,13 M buforze kakodylowym — 24 godz. w temp. 4°C,

dotrwalanie w 1% OsO4 w 0,13 M buforze kakodylowym — 2 godz.,

ptukanie w 0,13 M buforze kakodylowym — 5 min,
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= odwadnianie — szereg alkoholi: 50% — 10 min., 70% — 20 min., 90% — 20 min.,95% — 20
min., 99,8% — 3x15 min, tlenek propylenu — 15 min,

= przepajanie materiatu mieszaning tlenku propylenu + EPON (1,5 ml mieszaniny A + 3,5 ml
mieszaniny B + 5 ml tlenku propylenu) — 24 godz., temp. Pokojowa.

Przygotowanie Eponu:
— mieszanina A: EPON 812: 12,4 ml; DDSA: 20,0 ml;
— mieszanina B: EPON 812: 20 ml; MNA: 17,8 ml.

= zatapianie: mieszanina A — 5 ml + mieszanina B — 5 ml + DMP — 5 kropli; polimeryzacja —
48 godz. w temp. 60°C,

= krojenie skrawkow o grubosci 1um — skrawki potcienkie,

= ocena skrawkéw poicienkich w mikroskopie swietinym (w diagnostyce ktebuszkowych
choréb nerek — dyskwalifikacja biopunktatow niezawierajgcych ktebuszkéw z dalszej
procedury),

= krojenie skrawkow ultra cienkich i umieszczenie na siatkach,

= kontrastowanie siatek 20% octanem uranylu i cytrynianem otowiu,
— octan uranylu: 20 mg octanu uranylu + 100 ml alkoholu metylowego
— cytrynian otowiu: 1,33 g azotanu otowiu + 30 ml wody destylowanej + 1,769 cytrynianu

sodu + 8 ml 1N NaOH. Catos¢ dopetni¢ wodg destylowang do 50 ml.

Przygotowanie 1,3 M buforu kakodylowego: 11,12g kakodylanu sodu + 25 ml wody
destylowanej + 2 ml 1N HCL. Catos¢ dopetni¢ do 40 ml wodg destylowana.

UWAGA! Inne rodzaje materialu mogg wymagaé nieco zmodyfikowanej procedury
przygotowania materiatu, innego stezenia glutaraldehydu (od 2% do 3,5%). Jesli planowane
jest badanie z zastosowaniem przeciwciat znakowanych ztotem koloidowym (immunogold),
stezenie glutaraldehydu powinno by¢ jeszcze nizsze, <1%. Kazda jednostka wykonujgca
diagnostyke w mikroskopie elektronowym powinna postugiwac sie wlasng zwalidowang
metoda.

3. Badanie w cytometrze przeptywowym

Badanie w cytometrze przeptywowym umozliwia ocene imunofenotypu komoérek oraz analize
ich DNA. Naswietlane sg one doktadnie zogniskowang wigzkg lasera, ktéra wzbudza
fluorochromy zwigzane z komoérkg. Przy pomocy odpowiednich detektoréw dokonywany jest
pomiar stopnia natezenia Swiatta przechodzgcego (wielkos¢é, FSC) i rozproszonego
(ziarnistos¢, SSC) oraz fluorescencji emitowanej przez wybarwione komoérki. Dane uzyskane
w trakcie badania sg analizowane i przedstawione na cytogramie. Do analizy mozna wybrac
dowolng populacje komorek.

39|Strona



Zatacznik: procedury wykorzystania
materiatu cytologicznego i tkankowego
do badan/oznaczen czynnikéw
predykcyjnych i nowych form terapii,
w tym badan molekularnych

Przedmiotem niniejszego opracowania jest ustalenie zasad przygotowania materiatu
tkankowego i cytologicznego do badah metodami biologii molekularnej na potrzeby
diagnostyki morfologicznej i selekcjonowania chorych do leczenia spersonalizowanego
prowadzonych w zaktadach patomorfologii. Pierwszy z tych celéw wynika z postepu wiedzy
na temat etiopatogenezy choréb cziowieka, w szczegdlnosci choréb nowotworowych i ich
wspotczesnej klasyfikacji zgodnej z zaleceniami WHO (Swiatowej Organizacji Zdrowia). Drugi
jest warunkiem sine qua non skutecznego leczenia chordb, ktérych podiozem sg zmiany
genetyczne w komoérkach tkanek i narzgdéw zmienionych chorobowo. W badania te
zaangazowani sg lekarze — specjalisci z dziedziny patomorfologii, diagnosci laboratoryijni,
diagnosci laboratoryjni ze specjalizacjg z zakresu laboratoryjnej genetyki medycznej oraz
technicy laboratoryijni.

Z praktycznego punktu widzenia genetyczne badania diagnostyczne mozna podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy: badania cytogenetyczne — prowadzone na komodrkach i skrawkach
tkankowych, ktére sg oceniane w mikroskopie swietinym (CISH) lub fluorescencyjnym (FISH)
oraz badania molekularne — wykonywane na materiale genetycznym (DNA, RNA)
wyizolowanym z jgder komoérkowych. Zaktady patomorfologii bedgce w strukturze podmiotu
leczniczego poziomu specjalistycznego i bedace osrodkami referencyjnymi  powinny
bezwzglednie mie¢ dostep do obu wymienionych rodzajéw badan, optymalnie w formie
wiasnych pracowni, badz $cistej wspdtpracy z medycznymi laboratoriami diagnostycznymi
wykonujgcymi analizy z zakresu laboratoryjnej genetyki medyczne;j.

Wymagania dotyczace utrwalania, transportu i technicznej obrobki materiatu —
krytyczne elementy procedur z punktu widzenia optymalnego zabezpieczenia materiatu
genetycznego do badan molekularnych.

Wszystkie etapy opracowania materiatu cytologicznego i tkankowego (rycina 1) w znaczacy
sposob wptywajg na jakos¢ materiatu genetycznego (DNA/RNA). Jest ona uzalezniona od
wielu czynnikéw, w szczegodlnosci tych, ktére wystepujg w pierwszych etapach obrébki
materiatu biologicznego (rycina 2).
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Materiat biopsyjny
Materiat operacyjny

Utrwalenie i zatopienie tkanki

zazwyczaj 10% neutralna
zbuforowana formalina

Ocena histopatologiczna
Wybér tkanki

Izolacja DNA/RNA
Analiza

Interpretacja
WYNIK

Utrwalanie
zalecane utrwalacze oparte
na alkoholu

Ocena histopatologiczna
Wybér tkanki

Izolacja DNA/RNA
Analiza

Interpretacja
WYNIK

Ptynna biopsja

Krew
zazwyczaj probowki z EDTA

Leukocyty
Osocze

Izolacja DNA/RNA
Analiza

Interpretacja
WYNIK

Rycina 1. Droga materiatu biologicznego od pobrania do wydania wyniku.

Pobranie materiatu

*Typ materiatu:
soperacyjny
*biopsja
*wymaz
*Czas niedokrwienia

*Warunki transportu

Utrwalanie materiatu

*Wielkos¢é materiatu
*Utrwalanie:
erodzaj utrwalacza
eczas
sstezenie i pH utrwalacza
*stosunek objetosci
utrwalacz: tkanka
*Waznos¢ odczynnikow
*Obrébka tkanek
w procesorach
automatycznych
*Rodzaj i temperatura
topnienia parafiny

Przechowywanie
materiatu

*Warunki
przechowywania

*wilgotnosé
*Swiatto
stemperatura
*Czas przechowywania
*Typ materiatu
*bloczek
sskrawki na szkietkach
QE
e0socze
stkanka zamrozona

Rycina 2. Czynniki wplywajgce na jako$¢ materiatu wykorzystywanego do badan molekularnych.

Pobranie materiatu i transport

Materiat taki jak nieutrwalone tkanki, krew, osocze nalezy traktowac¢ jako potencjalnie zakazny.

Material operacyjny/biopsja

Czas pomiedzy pobraniem materiatu a jego utrwaleniem powinien by¢ mozliwie najkrétszy.
Zaleca sie, azeby (o ile to mozliwe) materiat biologiczny byt niezwtocznie dostarczany do
jednostki patomorfologii jako materiat nieutrwalony i dopiero po wstepnej ocenie i obrobce
przez patomorfologa byt utrwalany w 10% buforowanej formalinie. Umozliwia to wykonanie
w dalszej kolejnosci badania cytogenetycznego oraz zabezpieczenie nieutrwalonego,
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zamrozonego materiatu biologicznego na potrzeby badan molekularnych). Czas jaki uptynat
od momentu pobrania prébki do umieszczenia jej w pojemniku z buforowang formaling i sam
czas utrwalania muszg by¢ $cisle monitorowane i dokumentowane.

Jezeli materiat tkankowy zostat umieszczony w pojemniku z formaling na sali operacyjnej, to
w przypadku duzych fragmentow tkankowych zaleca sie jak najszybsze (do 30 minut)
dostarczenie ich do jednostki patomorfologii celem podzielenia na mniejsze fragmenty lub
wstepnego sekcjonowania preparatu operacyjnego dla utatwienia prawidtowej penetracii
formaliny.

W przypadku koniecznosci transportu materiatu tkankowego na znaczne odlegtosci powinien
on by¢ niezwiocznie umieszczony w pojemniku z buforowang formaling w temperaturze
pokojowej, a nastepnie schtodzony do temperatury 4°C (ma to krytyczne znaczenie
w przypadku planowanej izolacji RNA).

Rodzaje materiatu biologicznego i sposéb ich utrwalania
W pracowniach/zaktadach patomorfologii najczesciej wykorzystywany jest materiat
cytologiczny i histologiczny, w dalszej czesci wytycznych zwany materiatem biologicznym.

1. Materiat do badan cytogenetycznych

W przypadku planowania klasycznego badania cytogenetycznego nieutrwalony materiat
biologiczny, umieszczony w jatowej soli fizjologicznej lub w medium hodowlanym zalecanym
przez laboratorium musi by¢ dostarczony do pracowni/zakladu patomorfologii w warunkach
sterylnych. Probke nalezy transportowac w pojemniku gwarantujgcym utrzymanie temperatury
wewnetrznej ok. 4°C i w trybie pilnym (w ciggu 15-30 minut) przekaza¢ do pracowni/zaktadu
patomorfologii. Z dostarczonego materiatu biologicznego — w warunkach petnej aseptyki —
pobierane sg drobne prébki do badania cytogenetycznego i umieszczane w medium
hodowlanym (np. w ptynie Hanksa z antybiotykami) i nastepnie przesytane do pracowni
cytogenetycznej (warunki transportu jak wyzej).

UWAGA! W przypadku materiatéw biologicznych przeznaczonych do badan morfologicznych
niedopuszczalne jest pobieranie probek do badania cytogenetycznego poza jednostkg
patomorfologii (j. na sali operacyjnej lub w ambulatorium). O wyborze probki do badania
cytogenetycznego decyduje lekarz patomorfolog odpowiedzialny za wynik badania
morfologicznego.

2. Nieutrwalony (zamrozony) material biologiczny do badan cytogenetycznych

i molekularnych (zabezpieczenie nieutrwalonego materiatu biologicznego)
W przypadku planowego zabezpieczania nieutrwalonego materialu biologicznego do
przysztych badah cytogenetycznych i molekularnych probki materiatu nalezy zamrozié¢
(najlepiej technikg snap freezing w ciektym azocie) a nastepnie przechowywac w temperaturze
ponizej -70°C (przechowywanie nie wymaga stosowania zadnych substancji stabilizujgcych,
moze trwaC przez czas nieograniczony)*. Do przechowywania tkanek w takich warunkach
stosuje sie probowki z odpowiednich tworzyw sztucznych. Nalezy unika¢ kilkukrotnego
zamrazania i rozmrazania materiatu, dlatego materiat przeznaczony do bankowania najlepiej
jeszcze przed zamrozeniem podzieli¢ na drobne fragmenty.

*Jezeli planowane jest wykonanie badania molekularnego opartego na wyizolowanym DNA,
dopuszcza sie wstepne zamrozenie materiatu w temperaturze -20°C, ale jedynie na okres 12
miesiecy. Tego typu materiat jest jednak z reguty nieprzydatny do badania, w ktorym
wyjsciowym materiatem jest wyizolowane RNA.

UWAGA! Patomorfolog pobierajgcy materiat do badan cytogenetycznych (punkt 1)
i molekularnych (punkt 2) musi bezwzglednie pamietaC o priorytetowym zabezpieczeniu
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tkanki na badanie histopatologiczne. Dlatego tez istotnym elementem poprzedzajgcym
decyzje o przekazaniu materiatu do badan cytogenetycznych i/lub molekularnych jest
wstepna ocena makroskopowa dostarczonego materiatu oraz wtasciwe rozdzielenie tkanki
na badania histologiczne i wymienione wyzej badania dodatkowe. Pobranie probek na tym
etapie musi odbywac sie w taki sposdéb, aby nie utrudniato to pdzniejszej oceny materiatu
utrwalonego w formalinie (wymiary patologicznego ogniska, ocena margineséw
chirurgicznych) i pobierania wycinkéw do rutynowego badania histologicznego na potrzeby
finalnego raportu morfologicznego.

3. Rodzaje materiatu biologicznego
= Materiat cytologiczny
— rozmaz — utrwalanie, z wykorzystaniem alkoholu etylowy (95-96%) nalezy rozpocza¢
natychmiast po wykonaniu rozmazu. Warunkuje to uzyskanie wysokiej jakosci kwaséw
nukleinowych (DNA i/lub RNA) wyizolowanych z komorek. Nalezy pamietaé, ze jest to
materiat unikalny, a jego wykorzystanie do izolacji kwasow nukleinowych wigze sie
Z nieodwracalnym zniszczeniem preparatu.
— cytoblok — materiat cytologiczny utrwalony bezposrednio po zaaspirowaniu. Zasady
przygotowania cytobloku zostaty opisane w rozdz. 19 dotyczacym cytologii.

= Ptynna biopsja
Krew obwodowag nalezy pobiera¢ do:
— probowek z EDTA.

= Histologiczny

— maly — biopsja gruboigtowa, biopsja mammotomiczna, materiat z bronchofiberoskopii,
biopsja chirurgiczna np. drobny wycinek ze skory — powinien by¢ utrwalany w 10%
zbuforowanej formalinie (4% roztwor formaldehydu) o pH 7,2-7,4 przez 6-24/48 godz.,
w temperaturze nie wyzszej niz pokojowa.

— duzy — materiat uzyskiwany w wyniku zabiegéw operacyjnych — powinien by¢ utrwalany
w 10% zbuforowanej formalinie (4% roztwér formaldehydu) o pH 7,2-7,4 przez 12-48/72
godz., w temperaturze nie wyzszej niz pokojowa.

UWAGA! Nie zaleca sie utrwalania ponizej 6 godzin, poniewaz ma to negatywny wptyw na
rutynowe barwienie HE oraz ocene wynikéw badan immunohistochemicznych i badan
technikg FISH. Z kolei utrwalanie powyzej 48 godzin obarczone jest ryzykiem degradacji
DNA i RNA, co moze ogranicza¢ warunki techniczne wykonania badania molekularnego.
W zwigzku z tym zaleca sie utrwalanie materiatu biologicznego przez 12 do 48 godz. Przy
braku mozliwosci spetnienia tego warunku dopuszczalne jest utrwalanie przez okres 72
godz., aczkolwiek nalezy sie liczy¢ z mozliwg degradacjg DNA i RNA. W takim przypadku
mozna rozwazy¢ pociecie materiatu na plastry oddzielone warstwg gazy (celem lepsze;j
penetracji formaliny).

Stosunek objetosci utrwalacza do tkanki powinien wynosi¢ co najmniej 10:1. Nalezy uzywac
Swiezego odczynnika i kontrolowac jego pH, poniewaz degradacja formaliny i jej kwasne pH
powodujg obnizenie jakosci izolowanego materiatu.

Nie nalezy dodawa¢ do formaliny zwigzkéw zaburzajgcych reakcje PCR (zwiazki rteci, litu,
cynk, EDTA, EGTA, kwasy). Rowniez kwasy stosowane do odwapnienia tkanki mogg
powodowac obnizenie jakosci DNA. Utrwalanie w temperaturze 4°C pozwala uzyska¢ DNA
o lepszej jakosci.

» Obrébka i zatopienie materiatu

Dalsza obrébka tkanki powinna by¢ przeprowadzona w procesorze tkankowym. Nalezy
zwroci¢ uwage, aby odczynniki byty regularnie wymieniane/kontrolowane, a czas trwania
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procedury monitorowany. Tkanka musi by¢ catkowicie odwodniona, aby nie doprowadzi¢ do
degradacji materiatu.

Do zatopienia tkanek nalezy uzywac parafin o niskiej temperaturze topnienia (55°C-60°C) bez
dodatkéw np. wosku pszczelego. W czasie zatapiania nie powinno sie uzywaé zbyt gorgcej
parafiny.

Wybor materiatu do badan molekularnych

Techniki molekularne i dopuszczone rodzaje utrwalania mat

materiat $wiezy wycinki/bioptaty ++ ++2 ++ ++ ++

materiat mrozony wycinki/skrawki ++ ++ ++ + +

materiat utrwalony w formalinie + e + + +
wycinki/bioptaty

materiat parafinowy bloczki/skrawki + -1 + ++ ++

rozmaz cytologiczny/odcisk? + -1 + + +

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy wraz z odmianami (m.in. RT-PCR, ddPCR, dPCR), RT-PCR - odwrotna
tancuchowa reakcja polimerazy i techniki pokrewne (w tym macierze cDNA), S/INGS — sekwencjonowanie metoda
Sangera/sekwencjonowanie nastepnej generacji, ISH — techniki hybrydyzaciji in-situ w odmianach (FISH, CISH SISH),
IHC — immunohistochemia i inne techniki oceny ekspresji na poziomie produktu biatkowego. (++) — materiat optymainy,
(+) — materiat zdatny do badania, (+/-) — materiat przydatny warunkowo, (-) — materiat nieprzydatny, ‘materiat zdatny do
badania jedynie w przypadku wykrywania produktow fuzyjnych lub ksenogenicznych (patogeny), ?jesli czas od pobrania
do izolacji materiatu genetycznego jest dtuzszy niz 15 minut zaleca sie stosowanie inhibitoréw RNA-zy, 3do badania zdatne
sg rozmazy utrwalone niezabarwione.

Zasady ogolne pobierania utrwalania transportu i kwalifikacji probek do badan

molekularnych

= Kazdorazowo prébka do badania molekularnego powinna zosta¢ oceniona przez lekarza
patomorfologa pod katem obecnosci w niej utkania bedgcego przedmiotem planowanego
badania.

= W przypadku dostepnosci wiekszej liczby probek lekarz patomorfolog dokonuje wyboru
najbardziej adekwatnej probki biorgc pod uwage rodzaj planowanego badania molekularnego,
dostepnos¢ materiatu biologicznego oraz jego kolejne planowane/przewidywane etapy
diagnostyki, w tym technikami innymi niz molekularne.

= W raporcie z oceny/wyboru prébki powinny sie znalez¢ co najmniej:

— dane identyfikacyjne pacjenta (imie i nazwisko, PESEL),
— dane identyfikujgce probke,

— stwierdzenie adekwatnosci prébki do badania,

— procentowy udziat utkania patologicznego w prébce,

— data oceny,

— dane identyfikujgce oceniajgcego lekarza.

» Jesli cyfrowy zapis obrazu cytologicznego jest mozliwy, nalezy dgzyé do pomiaru
procentowego udziatu utkania patologicznego w prébce metodami morfometrycznymi. Ta
technika pomiaru jest bardziej precyzyjna, a dokonana analiza zostaje udokumentowana.

= W przypadku braku probki zdatnej do badania lekarz patomorfolog moze zaleci¢ pobranie
materiatu specjalnie dla celéw wykonania badania molekularnego.

Uzyskanie materiatu z bloczkéw parafinowych do analiz molekularnych

Materiat mozna uzyskac ze:

= skrawkow umieszczanych w probowkach,

= skrawkow przeniesionych na szkietko podstawowe,

= wateczkéw (punches) o Srednicy 1 mm, pobranych z zaznaczonego obszaru bloczka
parafinowego.
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Wymogi techniczne pobrania materiatlu z bloczka parafinowego do celéw izolacji
kwaséw nukleinowych

Powierzchnie skrawang bloczka nalezy wstepnie oczysci¢ jatowym gazikiem nasgczonym
96% roztworem etanolu, a nastepnie skroi¢ 3-5 skrawkow, ktore nalezy odrzucic¢. Nalezy
rozwazy¢ skrojenie i odrzucenie wiekszej liczby skrawkéw w przypadku materiatu
archiwalnego starszego niz 2 lata.

Wiasciwy materiat pobierany jest w postaci 1-8 skrawkdéw parafinowych grubosci 5-8 pm

(w zaleznosci od wielkosci probki i udziatu w niej utkania patologicznego); np. rak jelita

grubego: w przypadku duzych fragmentow (Srednica powyzej 1 cm) zazwyczaj wystarczajg

2-3 skrawki (grubos¢ 4-5 ym), w przypadku mniejszych fragmentow (3-4 mm) izolacja

powinna by¢ wykonana z co najmniej 5 skrawkow.

Skrawki nalezy umiescic¢ w sterylnej, hermetycznie zamykanej, jednoznacznie oznakowanej

probowce typu eppendorf.

Bezwzglednie nalezy wyeliminowa¢ mozliwos¢ wzajemnej kontaminacji probek poprzez

doktadne oczyszczenie stolika mikrotomu oraz wymiane ostrza po kazdej prébce.

W przypadku prébek na badania innej niz na obecnos¢ patogenéw dopuszcza sie doktadne,

mechaniczne oczyszczenie ostrza jatowym gazikiem nasgczonym 96% roztworem etanolu

(po jego wczesniejszym demontazu z uchwytu mikrotomu). Konieczne jest tez

przestrzeganie pozostatych zasad zabezpieczenia przed kontaminacja:

— osoba krojgca materiat powinna nosi¢ rekawiczki,

— nalezy zmieniaé czesto noze (optymalnie osobny néz dla kazdego bloczka),

— nalezy korzysta¢ z jednorazowych pojemnikow przy przenoszeniu skrawkéw na szkietko,

— laznie wodng (wyprostowywanie skrawka) mozna zastgpi¢ kroplg wody na szkietku
(optymalnie wodg przeznaczong do reakcji PCR),

— nalezy zwréci¢ uwage, aby procedury dekontaminacji nie obnizyty poziomu izolowanego
DNA np. nie przeciera¢ noza substancjami typu DNA-za bezposrednio przed krojeniem
bloczka, ograniczy¢ uzycie substancji mogacych by¢ inhibitorami reakcji PCR,

— nalezy czysci¢ narzedzia 100% etanolem.

Z ostatniego pobranego skrawka nalezy wykonaé preparat barwiony H-E i potwierdzi¢

w nim udziat odsetkowy utkania patologicznego w catosci probki.

W przypadku udziatu utkania patologicznego w prébce <30% (S/NGS) lub 1-2% (PCR/rt-

PCR) zaleca sie zastosowanie technik makrodysekcji. Kazdorazowo powyzsze wartosci

graniczne powinny by¢ dostosowane do parametréw analitycznych planowanego testu

molekularnego.

Szkietka ze skrawkami tkanki powinny by¢ zgrzane w 37°C przez noc lub 30-45 min w 56°C.
Mozna je od razu wykorzysta¢c do analizy albo przechowa¢ w temperaturze pokojowe;j
w zamknietym pudetku, chronione przed Swiattem i kurzem. Zaleca sie wykorzystanie do
izolacji swiezych skrawkow.

Pobieranie, utrwalanie i przygotowanie materiatu do badan technika ISH

Do badan ISH mogg by¢ wykorzystane wycinki tkanek, $wieze, utrwalone w formalinie
i zatopione w parafinie, rozmazy cytologiczne utrwalone w alkoholu (w tym zawiesiny
komorek z hodowli komérkowych).

Wykonanie ISH na materiale mrozonym jest dopuszczalne, jednak nie jest optymalne —
nalezy sie liczy¢ z zatarciem morfologii ocenianych tkanek i trudnosciami w ocenie wynikéw
ISH.

Do utrwalania wycinkdéw nalezy wykorzystywa¢ wytacznie 10% zbuforowany roztwér
formaliny (4% roztwor wodny formaldehydu o pH 7,2-7,4). Czas utrwalania musi miescic¢
sie w granicach 6-72 godzin, a od chwili pobrania tkanki do momentu jej umieszczenia
w utrwalaczu nie moze ming¢ wiecej niz 30 minut. Wycinek nie moze by¢ grubszy niz 10
mm i powinien zosta¢ umieszczony w objetosci utrwalacza 10-krotnie wigkszej niz objeto$¢
tkanki.

W trakcie przygotowywania wycinka/bioptatu nie jest wskazane podbarwianie
hematoksyling. Dopuszcza sie podbarwianie rozcienczong eozyna.
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=  Grubosc¢ skrawkéw poddawanych ocenie technikami ISH powinna sie miesci¢ w przedziale
5-8 um. Wykonywanie skrawkoéw innej grubosci moze wplyngé na zafatszowanie wynikow
badania szczegolnie w odniesieniu do sond enumeracyjnych.

= W przypadku materialu archiwalnego konieczne jest odrzucenie kilku pierwszych
skrawkow.

» Do badania nalezy kierowac bloczki. Przesytanie skrawkéw dopuszczalne jest jedynie
wyjatkowo. W takim przypadku nieodparafinowane skrawki powinny by¢ zabezpieczone
przed wplywem wilgoci i powietrza, a badanie nalezy wykona¢ w przeciggu 7 dni od
skrojenia.

Przechowywanie

Bloczki parafinowe powinny by¢ chronione przed nadmierng wilgotnoscig, wysuszeniem,
Swiattem i temperaturg. Materiat do analiz molekularnych nalezy skrawa¢ bezposrednio przed
analiza.

Rodzaje mutacji oraz techniki biologii molekularnej wykorzystywane do diagnostyki
morfologicznej oraz badan predykcyjnych (tabela 1)

Mutacje ze wzgledu na ich zasieg (tj. wystepowanie w réznych komorkach) mozna podzieli¢

na:

= Somatyczne — zostaty nabyte w ciggu zycia i dotyczg tylko czesci komérek lub tkanek
(np. wystepujg jedynie w komoérkach badanego nowotworu).

» Dziedziczne (germinalne, konstytutywne) — sg obecne we wszystkich komorkach
organizmu, takze w komorkach rozrodczych i przekazywane z pokolenia na pokolenie.

Badanie wykonywane w tkance nowotworowej zazwyczaj ma na celu wykrycie mutacji
somatycznych. Stwierdzenie czy wykryty wariant patogenny jest wariantem dziedzicznym
wymaga oceny materiatu genetycznego pochodzacego z tkanki prawidtowej (np. limfocyty, czy
komérki pochodzgce ze sliny czy wymazu). Nalezy tez pamieta¢, ze zmiany germinalne moga
mie¢ rowniez znaczenie diagnostyczne, jak w przypadku nowotwordéw, ktére rozwijajg sie na
podtozu zespotdw genetycznych. Przyktadem sg germinalne zmiany w genie DICER1
zwigzane z wystepowaniem rozrostu o typie pleuropulmonary blastoma.

gPCR - ilosciowy PCR w oparciu o sondy fluorescencyjne, np. testy pozwalajgce na
identyfikacje wariantéow genetycznych w genach EGFR, BRAF, KRAS, NRAS i innych.
Technika szybka (badanie mozna wykona¢ w ciggu jednego dnia), o czutosci w zakresie 1-5%
allelu z mutacjg. Ma szerokie zastosowanie w diagnostyce znanych wariantéw punktowych
oraz kilkunukleotydowych delecji i insercji. Technika ta nie pozwala na identyfikacje nowych
wariantow genetycznych.

ddPCR - kroplowy cyfrowy PCR — jest to metoda charakteryzujgca sie bardzo duzg czutoscig
(0,01-1%) i jest wykorzystywana miedzy innymi do identyfikacji mutacji T790M w EGFR
w osoczu (ptynna biopsja) u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca wykazujgcych
opornos$¢ wtorng na inhibitory kinazy EGFR | i Il generaciji.

Sekwencjonowanie metoda Sangera — technika uznawana za ztoty standard w diagnostyce
molekularnej. Jej ograniczeniem jest czutos¢ (10-20% allelu z mutacjg), stad dopuszczalne
jest wykorzystanie materiatdéw z odsetkiem komdrek nowotworowych na poziomie co najmniej
50%. Technika ta znajduje zastosowanie przy badaniu mutacji dziedzicznych w DNA
izolowanym z krwi pacjentéw. Metoda ta jest wykorzystywana réwniez do analizy mutacji
w genach EGFR, BRAF, KRAS, NRAS. Czas wykonania badania wynosi 2 dni.

Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji (NGS). Czutos¢ tej techniki to 1-5% allelu

z mutacja. Jej zaletg jest mozliwosé rownoczesnej identyfikacji wielu patogennych wariantow
z czutoscig wyzszg niz w sekwencjonowaniu wg Sangera. Wada jest ztozono$¢ procedury
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badania oraz bioinformatycznej analizy danych, co przektada sie na dlugi czas jaki uptywa od
pobrania préobki do uzyskania wyniku (obecnie srednio 3 tygodnie). Jest to podstawowa
metoda oceny patogennych wariantow w wielu genach jednoczesnie lub w genach
zbudowanych z wielu (>10-15) eksonow. Wykorzystywana jest m.in. do analizy mutacji
w catych sekwencjach kodujgcych BRCAL i BRCAZ2 lub w badaniach predykcyjnych do terapii
ukierunkowanych molekularnie w niedrobnokomorkowym raku ptuca, zwtaszcza jesli
konieczne jest oznaczenie licznych biomarkeréow (mutacje EGFR, BRAF, wkrétce MET oraz
translokacje ALK, ROS1, NTRK1-3), w oparciu o skgpy materiat biopsyjny.

Metoda MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) jest odmiang metody
PCR multipleks. Cechg wyrdzniajgcg te metode jest fakt, ze amplifikacji nie ulegajg badane
sekwencje DNA tylko sondy, ktore hybrydyzowaty z badanymi sekwencjami. Metoda ta
pozwala na ocene liczby kopii badanego odcinka (delecje i duplikacje dtuzszych fragmentow
DNA) a takze ocene metylacji (Methylation-specific MLPA — MS-MLPA).

Metoda CGH (comparative genomic hybridization) — poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa. Pozwala na identyfikacje delecji, duplikacji czy transpozycji wiekszych
fragmentéw DNA. Metoda ta nie wymaga hodowli komérek i izolacji chromosoméw. Polega na
hybrydyzaciji fluorescencyjnie wyznakowanego DNA komorek pacjenta do prawidlowego DNA
wzorcowych chromosomow metafazowych.

Technika aCGH, mikromacierz CGH (aCGH-array-CGH). Stosowana do badania zmian
w genomie (duplikacja, delecja, aneuploidia, amplifikacja). Polega na kompetycyjnej
hybrydyzacji do sond osadzonych na ptytce wyznakowanego dwoma réznymi fluorochromami
sekwencji genomowego DNA pacjenta i kontroli. Umozliwia identyfikacje aberraciji
niemozliwych do wykrycia w standardowym badaniu cytogenetycznym.

Hybrydyzacja in situ kwaséw nukleinowych. Grupa technik diagnostycznych

wykorzystujgcych znakowane, komplementarne fragmenty kwaséw nukleinowych (sondy

molekularne) do wykrywania i lokalizowania specyficznych sekwencji DNA lub RNA

w badanych komérkach. Praktycznie wykorzystywane sg dwie odmiany ISH:

1. fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z wykorzystaniem sond znakowanych
fluorochromami,

2. techniki jasnego pola z sondami znakowanymi chromogenami obserwowanymi
w mikroskopie sSwietlnym w swietle przechodzgcym (SISH, CISH).

Wyréznia sie dwa rodzaje sond praktycznie wykorzystywanych w diagnostyce ze wzgledu
na przeznaczenie, tj. sondy:
= do oceny aberracji liczbowych (enumeracyjne):
— locus-specyficzne,
— o-satelitarne (centromerowe).
= do oceny aberracji strukturalnych:
— rozdzielcze,
— fuzyjne,
— kombinowane fuzyjno-rozdzielcze.

Zalecenia ogolne dotyczace badan ISH

= W diagnostyce powinny by¢ wykorzystywane sondy posiadajace certyfikat (CE-IVD) do
diagnostyki medycznej. W takim przypadku przy wprowadzeniu do praktycznego uzycia w
danej jednostce patomorfologii nalezy wykonaé procedure uproszczonej walidacji
wewnatrzlaboratoryjnej. Dopuszcza sie uzycie sond nie posiadajgcych certyfikatu do
diagnostyki po przeprowadzeniu procedury petnej walidacji wewnatrzlaboratoryjnej.

= Zalecane jest wykorzystywanie sond znakowanych fluorescencyjnie (FISH),
w szczegolnosci w przypadku oceny aberracji strukturalnych oraz sond (zestawow)
zawierajgcych sonde kontrolng (kontrola wewnetrzna).
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= Jednostka patomorfologii wykonujgca ocene technikg FISH powinna dysponowac
mikroskopem fluorescencyjnym z certyfikatem do diagnostyki medycznej wyposazonym
w obiektywy klasy co najmniej plan-fluorit o powiekszeniach 10x, 20x i 100x z mozliwoscig
rejestracji obrazu mikroskopowego. Mikroskop powinien by¢ wyposazony w filtry
fluorescencyjne dostosowane do charakterystyki emisyjnej fluorochroméw znakujgcych
sondy wykorzystywane w prowadzonej diagnostyce. W przypadku aberracji strukturalnych

obligatoryjne jest stosowanie filtréw wielokrotnych z korekcjg przesuniecia obrazéw.

DHPLC (denaturing high performance liquid
chromatography) — wysokosprawna
denaturujgca chromatografia cieczowa

Posrednia metoda wykrywania mutacji
punktowych

PCR (polymerase chain reaction) — reakcja
tancuchowa polimerazy i jej modyfikacje

Polega na wielokrotnym powieleniu $cisle
okreslonego fragmentu DNA

gPCR (quantitative polymerase chain reaction)
— ilosciowa reakcja fancuchowa polimerazy,
reakcja tancuchowa polimerazy w czasie
rzeczywistym

Ocena wystepowania mutacji, polimorfizmow,
liczby kopii DNA (np. wirusow), metylacji genéw

Sekwencjonowanie metodg Sangera

Wykrywanie mutacji w obrebie krétkich
fragmentéw DNA

NGS (next-generation sequencing) —
sekwencjonowanie nowej generacji

Wykrywanie mutacji w obrebie catych genéw lub
paneli genowych

Metoda PCR-SSCP(single strand conformation
polimorphism) — polimorfizm konformacji
pojedynczych nici DNA

Wykrywanie mutacji punktowych (metoda
0 niskiej czutosci, bardzo rzadko stosowana)

Metoda PCR-RFLP (restriction fragments length
polymorphism) — polimorfizm diugosci
fragmentéw restrykcyjnych

Wykrywanie mutacji

Metoda MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification)

Detekcja delecji i duplikacji dtuzszych sekwenciji,
badanie poziomu metylacji

ISH (in situ hybridization) — hybrydyzacja
in situ
FISH (fluorescence in situ hybridization) -
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Badanie rearanzacji gendw,
ocena genow fuzyjnych,
Badanie amplifikacji lub delecji genéw

CGH (comparative genomic hybridization) —
poréwnawcza hybrydyzacja genomowa
(aCGH (array-CGH) mikromacierz CGH)

Detekcja duplikacji, delecji, transpozycji
wiekszych fragmentow DNA, liczby kopii genu

Mikromacierze DNA

Jednoczesna ocena wielu tysiecy genow

Elektroforeza, elektroforeza kapilarna

Etap wielu analiz polegajgcy na rozdzieleniu
fragmentéw DNA

Szczegdélne informacje wymagane w skierowaniu (wzory skierowan na badania
molekularne zgodne z wymogami NFZ)

Informacje odnoszace sie do danych, jakie muszg sie znalez¢ w zleceniu na badania genetyczne
oraz w formularzu swiadomej zgody, zawarte zostaty w obwieszczeniu z dnia 5 wrzesnia 2019 r.
w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu rozporzgdzenia Ministra Zdrowia, w sprawie standardow
jakosci dla medycznych laboratoriow diagnostycznych i mikrobiologicznych, w zakresie zmian
somatycznych — w punkcie dotyczgcym standardow w zakresie wykonywania badan genetycznych
dla celow zdrowotnych w niehematologicznych nowotworach nabytych oraz z zakresie zmian
germinalnych w — punkcie dotyczgcym standardéw jakosci dla laboratorium w zakresie czynnosci
laboratoryjnej genetyki medyczne;.

Formularz skierowania na badanie zostat opisany w rozdziale 7.

Formularz zgody na wykonanie badania genetycznego powinien zawierac:

»= Dane pacjenta:
— imie i nazwisko,
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— date urodzenia,
— numer PESEL, a w przypadku osoby nieposiadajgcej numeru PESEL — nazwe i numer
dokumentu potwierdzajgcego tozsamosc.

= W przypadku gdy pacjentem jest osoba matoletnia albo catkowicie ubezwtasnowolniona —
dane przedstawiciela ustawowego:
— imie i nazwisko,
— adres miejsca zamieszkania.

» Rodzaj materiatu do badania.

= Okreslenie celu badania (wskazania do badania).

= Adnotacje, ze pacjent uzyskat od lekarza zlecajgcego badanie informacje, o ktérej mowa w
art. 9 ust. 2 ustawy z dnia 6 listopada 2008 r. o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta
(Dz. U.z 2012 r. poz. 159, z pézn. zm), w szczegolnosci o istocie podejrzewanej choroby
i znaczeniu diagnostycznym planowanego badania genetycznego.

= Date i podpis pacjenta lub jego przedstawiciela ustawowego, a w przypadku gdy osoba ta
nie moze ztozy¢ podpisu — adnotacje lekarza o przyczynach niemoznosci ztozenia podpisu
przez uprawniong osobe, opatrzong podpisami lekarza oraz innej osoby obecnej przy
wyrazeniu zgody.

Dz.U.2016.1665 t. j. z dnia 11 pazdziernika 20116 roku
Standardy jakosci dla medycznych laboratoriow diagnostycznych i mikrobiologicznych.

Dz.U. zdnia 11 wrze$nia 2015 r., poz. 1372
Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 r. zmieniajgce rozporzadzenie w sprawie
standardoéw jakosci dla medycznych laboratoriow diagnostycznych i mikrobiologicznych.

Zasady oceny mikroskopowej materiatu cytologicznego i tkankowego na potrzeby
badan molekularnych

W obwieszczeniu z dnia 5 wrzesnia 2019 r. w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu
rozporzadzenia Ministra Zdrowia, w sprawie standardéw jakoéci dla medycznych laboratoriéw
diagnostycznych i mikrobiologicznych, umieszczona jest informacja o koniecznosci
dokonywania oceny odsetka komorek nowotworowych w materiale przeznaczonym do badan
molekularnych.

Zalecane jest, by patolog juz na etapie oceny histopatologicznej wybrat najbardziej
reprezentatywny preparat mikroskopowy i zaznaczyt na nim fragmenty zawierajgce komorki
nowotworowe oraz ocenit ich odsetek (rycina 3). We fragmentach wybranych do analiz
molekularnych nalezy unika¢ pdl martwicy, jednakze powinny by¢é one opisane. Czasem
wymagane jest rowniez zaznaczenie kilku obszaréw do makrodysekcji. Istotne jest, by
preparat HE uzyty do oceny odsetka komdrek nowotworowych wykonany byt ze skrawka
bezposrednio poprzedzajgcego skrawki do izolacji DNA/RNA.

( : i B @0‘%
martwica
Rycina 3. Preparat histopatologiczny z zaznaczonym obszarem nowotworu i procentem komérek nowotworowych [w
modyfikacji wtasnej].

Poniewaz DNA izoluje sie z jgder komorkowych nalezy w ocenianym fragmencie podaé
procent komérek nowotworowych rozumiany jako stosunek liczby komérek nowotworowych
(ich jader) do liczby wszystkich komoérek w zaznaczonym obszarze (catkowita ilo$¢ jgder) a nie
do zajmowanego przez nie obszaru. Roéznice w wielkosci pomiedzy komdrkami

49|Strona



nowotworowymi a prawidlowymi oraz struktura podscieliska mogg wptyng¢ na obszar
zajmowany przez komorki nowotworowe, nie zmieniajgc procentu komérek nowotworowych
(rycina 4).

(® ) komorka prawidtowa

. komdrka nowotworowa

okoto 40% komérek nowotworowych okoto 40% komérek nowotworowych okoto 40% kemorek nowotworowych
40% zajmowanego przez nie obszaru ale obszar zajmowany przez nie ale obszar zajmowany przez nie
jest wiekszy niz 40% jest mniejszy niz 40%

Rycina 4. Wptyw budowy komérek i podscieliska na obszar przez nie zajmowany [w modyfikacji wkasnej].

Nalezy pamietac, ze np. do wykonania badania metodg NGS potrzeba co najmniej 10 ng DNA
lub 10 ng RNA, a do wykonania badania gPCR (np. badanie mutacji genu EGFR) potrzeba na
jedna reakcje od 2-6 ng materiatu genetycznego, przy czym zwykle wykonywanych jest od 5-
8 reakcji dla jednego chorego.
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Zalacznik: Ogoélne zasady opracowania
materiatu cytologicznego

Cytopatologia/cytologia jest badaniem mikroskopowym, ktére zajmuje sie oceng komorek
uzyskanych réznymi metodami ze zmian podejrzanych o charakter nowotworowy. Badania
cytologiczne pozwalajg nie tylko na rozpoznanie nowotworu, ale réwniez oceni¢ zagrozenie
procesem nowotworowym (badania przesiewowe).

W zaleznoéci od sposobu pobrania materiatu diagnostyke cytologiczng dzieli sie na cytologie
ztuszczeniowg i aspiracyjna.

Rodzaje materiatu cytologicznego przeznaczone do oceny mikroskopowej:

» rozmazy cytologiczne — materiat cytologii ztuszczeniowej i cytologii aspiracyjnej, opracowany
natychmiast po pobraniu w postaci rozmazdw na szkietkach podstawowych

= cytobloki — materiat cytologii zluszczeniowej i cytologii aspiracyjnej utrwalony i zatopiony
w bloczku parafinowym.

Przyjecie materiatu cytologicznego do pracowni

Etap 1: Skierowanie i transport materiatu

Do kazdego badania musi by¢ dotgczone skierowanie, zgodne z wymaganiami opisanymi
w rozdziale 8.

Na skierowaniu nalezy umiesci¢ dodatkowo informacje o sposobie pobrania materiatu
cytologicznego, metodzie utrwalenia, nalezy podac¢ liczbe wykonanych rozmazow
cytologicznych, liczbe pojemnikow z materiatem, objetos¢ ptynu itp..

Materiat do badania musi by¢ przesytany w przeznaczonych do tego celu jednorazowych
pojemnikach, odpowiednio opisanych (wyréb medyczny do diagnozy in vitro. Dyrektywa
98/79UE z dnia 27.10.1998 (Art.1 ust.26) i Rozporzadzenia UE 2017/745 (Art.2 pkt. 2 i 3),
zgodnie z zasadami umieszczonymi w rozdziale. 9.

Wykonane rozmazy cytologiczne muszg by¢ odpowiednio oznakowane, opisem
umieszczonym na matowej czesci szkietka. Do oznaczenia szkietka nalezy uzywaé
niezmywalnych markeréw, odpornych na dziatanie utrwalacza. Opis szkietek musi byc¢
czytelny, jednoznaczny, pozwalajacy na identyfikacje pacjenta.

Rozmazy cytologiczne przesytane w pojemniku z utrwalaczem muszg zawieraC jego
odpowiednig objeto$¢. Ptyn utrwalajacy (95-96% alkohol) powinien zakrywac szkietka co
najmniej do matowej czesci, na ktérej miesci sie opis.

Jezeli materiat jest przesytany w pojemnikach bez przegrodek, rozmazy cytologiczne nalezy
taczy¢é powierzchniami, na ktérych nie umieszczono rozmazu (,plecami”’), mozna réwniez
oddzieli¢ je w inny sposdb np. umieszczajgc na szkietku spinacze biurowe, co zabezpiecza je
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przed sklejaniem lub uzy¢ specjalnych pojemnikéw, np. Coplina czy Hellendahla (dotyczy
zarowno materiatu utrwalanego i suchego).

Istnieje mozliwos¢ utrwalenia rozmazow cytologicznych gotowymi preparatami w aerozolu,
ktére sg mieszaning alkoholi i glikolu polietylenowego. Przesytanie rozmazéw utrwalonych
gotowymi aerozolami rowniez wymaga zabezpieczenia przed ich zniszczeniem, oddzielenia
poszczegodlnych szkietek (w sposob jak opisano powyzej).

Dane umieszczone na skierowaniu, na pojemnikach z materiatem lub rozmazami muszg by¢
zgodne. Oznakowanie skierowania, pojemnikow i prébek musi umozliwiaC w sposéb
jednoznaczny i nie budzacy watpliwosci identyfikacje probek zgodnie z danymi na skierowaniu
oraz pojemniku z materiatem/lub rozmazem.

Etap 2: Rejestracja materiatu w szpitalnej bazie danych i nadanie indywidualnego numeru
badaniu.

Nadany numer nalezy umiesci¢ na skierowaniu i pojemniku z materiatem lub rozmazie (w tym
przypadku do opisania uzywany powinien by¢ otdéwek lub inny marker odporny na dziatanie
alkoholi i ksylenu), moze by¢ takze etykieta lub odrecznie naniesiony numer.

Etap 3: Postepowanie z nadestanym materiatem zaleznie od sposobu utrwalenia lub nie utrwalonej
prébki, objetosci ptynu, ilosci rozmazéw i ewentualnych zalecen lekarza kierujgcego.

UWAGA! Na stanowisku pracy bezwzglednie nalezy utrzymywaé czystosSC celem
zapobiezenia pomytkom, kontaminacji lub utracie materiatu. Niezbedne jest korzystane ze
srodkdw ochrony osobistej, zwlaszcza w przypadku opracowywania materiatu
nieutrwalonego (!)

Regularnie nalezy sprawdza¢ stan odczynnikéw, termin przydatnosci i stopien ich zuzycia.
W razie jakichkolwiek watpliwosci, podejrzenia pomyiki, zniszczenia/uszkodzenia materiatu
nalezy problem natychmiast wyjasni¢, opisa¢ przypadek i poinformowac¢ przetozonego.

Przykladowe zasady postepowania z nadestanymi materiatami

Postgepowanie ze Swiezym materiatem ptynnym (np. ptyny z jam ciata)

Nalezy opisa¢ objeto$¢ nadestanego ptynu, barwe, przejrzystosé, klarownosé. W przypadku
nadestania duzej ilosci ptynu, np. w iloéci 0,5 I, materiat nalezy rozdzieli¢ na mniejsze porcje
i kolejno je opracowac lub do badania pobra¢ adekwatng probke materiatu, odnotowujgc ten
fakt w dokumentaciji.

Pobrany materiat nalezy niezwtocznie odwirowaé w wiréwce (2000 obr./min.), usung¢
supernatant, a z powstatego osadu przygotowac¢ rozmazy (jeden lub kilka) na szkietkach
podstawowych, wczesniej opatrzonych numerem i inicjalami pacjenta umieszczonymi na
matowym polu szkietka podstawowego. Preparaty nalezy umieéci¢ w utrwalaczu np. 95-96%
alkoholu etylowym Ilub uzy¢ innego komercyjnego srodka utrwalajgcego w aerozolu
zawierajgcego etanol i glikol polietylenowy (PEG). Pozostawi¢ na ok.10 min. do utrwalenia,
w temperaturze pokojowej a nastepnie przystgpi¢ do barwienia.

Najczesciej wykorzystywang w Polsce metodg barwienia preparatow cytologicznych jest
barwienie hematoksylina-eozyna (HE).

W tym celu nalezy na 3-4 min zala¢ materiat dostepng w handlu hematoksyling (najczesciej
Mayera), nastepnie delikatnie przeptukaé preparaty wodg biezgcg do uzyskania czystego tta,
umiesci¢ materiat w tzw. kwasnym alkoholu (1% HCL w 70% propanolu) na 1-2 sekundy,
szybko przeptuka¢ wodg biezgcg i pozostawi¢ w czystej wodzie do widocznego
.Zniebieszczenia” jgder komodrkowych (ok. 20 min). Mozna przyspieszy¢ ten proces,
umieszczajgc preparaty w cieptej wodzie, nastepnie szybko przeptuka¢ 80% propanolem
i zalac¢1% alkoholowym roztworem eozyny na 1-2 min. Ostatni etap barwienia stanowi szereg
alkoholi (np. izopropanolu) o wzrastajgcym stezeniu 70%, 96%, 96%, 100%, 100%,
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mieszanina alkoholu i ksylenu 1:1 i dwukrotnie czysty ksylen. Po wysuszeniu zabarwiony
preparat pokrywa sie balsamem klejgcym (medium) i zakleja szkietkiem nakrywkowym lub
tasma do zaklejania szkietek.

1. Ksylen 2:00
2. Ksylen 2:00
3. Ksylen 3:00
4. Propanol 100% 1:00
5. Propanol 90% 0:30
6. Propanol 70% 0:30
7. Woda biezgca 0:30
8. Hematoksylina Harrisa 15:00
9. Woda biezgca 5:00
10. 1% HCI w 70% propanolu* 0:05
11. Woda biezgca 6:00
12. 1% Eozyna Y w wodzie 4:30
13. Woda biezgca 3:00
14. Propanol 70%* 0:20
15. Propanol 90% 0:30
16. Propanol 100% 1.00
17. Propanol 100% 1.00
18. Ksylen 0:20
19. Ksylen 0:20
20. Ksylen 0:20

W diagnostyce materiatu ptynnego mozliwe jest rowniez wykorzystanie cytowirowki. Wowczas
do badania wykorzystywane sg szkietka z zaznaczonym fabrycznie polem, umieszczane
w odpowiednich do tego celu przystosowanych kasetkach zaopatrzonych w bibutowy filtr,
umozliwiajgcy zatrzymanie wirowanego materiatu komérkowego w wyznaczonym na szkietku
miejscu. Pobrany ptyn po zakropleniu do filtra z bibutg jest umieszczany w cytowiréwce
i wirowany (2000 obr/min przez 2 min). Po odwirowaniu szkietka sg natychmiast umieszczane
w pojemnikach z 75% alkoholem etylowym. Po 15 min mozna przystapic¢ do barwienia.
Pozostaty materiat nalezy zala¢ mieszaning alkoholi w proporcji 1:1 i utrwala¢ przez ok. 15
min. Po tym czasie utrwalony materiat materiat odwirowuje sie w wiréwce 2500 obr/min przez
10 min. Po odwirowaniu nalezy zla¢ supernatant, a pozostaty osad zala¢ 10% roztworem
buforowanej formaliny pH 7,2-7,4 i pozostawic¢ do utrwalenia. Po co najmniej 6 godz. materiat
umieszcza sie w gestej nylonowej siateczce lub kasetkach przeznaczonych do bardzo
drobnych materiatow i dalej postepowac jak z materiatem tkankowym.

Metoda ta pozwala na uzyskanie zaréwno rozmazéw cytologicznych jak i cytobloczka.

W przypadku barwienia metoda May-Griinwald-Giemzy (MGG) rozmazy pozostawia sie do
wyschniecia (bardzo wazne jest odpowiednie wysuszenie rozmazu, niewystarczajgce
wysuszenie, powoduje zmiany ksztattu erytrocytéw).

Proponowany protokét barwienia MGG:

barwnik May-Grinwald 25-30 min (codziennie musi by¢ swiezy), woda destylowana do
uzyskania czystego tta, barwnik Giemsy (w proporcjach 5 ml barwnika: 20 ml wody
destylowanej (codziennie Swiezy), nalezy przeptuka¢ doktadnie wodg destylowang i odstawi¢
do wyschniecia. Suchy preparat zamkng¢ przy uzyciu odpowiedniego medium do zaklejania.
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Przyktadowe barwienie metoda May-Griinwald-Giemsy (rozmazy

suche)
1. May-Grinwald 30:00
2. Woda destylowana 02:00
3. Giemsa 30:00
4, Woda destylowana 2:00

Postepowanie z materiatem cytologicznym utrwalonym w 10% formalinie lub mieszaninie

alkoholi

= Ptyn lub inny utrwalony materiat ptynny (poptuczyny oskrzelowe, wydzielina oskrzelowa,
ptyn z torbieli, mocz) nalezy odwirowa¢ w wiréwce (2000 obr./min), zla¢ supernatant znad
osadu i osad zala¢ 95-96% alkoholem. Usuniecie formaliny jest szczegolnie wazne
w sytuacji, gdy stosujemy zel do agregacji probek (producent nie zaleca uzywania
zbuforowanej formaliny z uwagi na obecno$¢ fosforanéw). Nalezy ponownie wirowac
materiat (wirbwka 2000 obr./min.), zla¢ ptyn a z powstatego osadu sporzadzi¢ bloczek
parafinowy.

= Mozliwe jest rowniez wirowanie materiatu w wiréwce (2500 obr/min przez ok. 10 min). Po
oddzieleniu supernatantu nalezy zala¢ osad 10% buforowang formaling o pH 7,2-7,4,
pozostawiajgc materiat do utrwalenia na min. 6 godz. Po tym czasie materiat umieszcza sie
w gestej nylonowej siateczce lub kasetkach przeznaczonych do bardzo drobnych
materiatow i dalej postepowac jak z materiatem tkankowym

Cytobloczek — zasady przygotowania

W ostatnim czasie, ze wzgledu na coraz czestszg potrzebe wykonywania szeregu badan
dodatkowych, a przede wszystkim koniecznos¢ badan molekularnych kwalifikujgcych do
leczenia, niezbedne stato sie uzupetnianie rozmazéw cytologicznych o wykonywanie
cytoblokdw lub tylko cytoblokow. W zwigzku z tym osoba pobierajgca materiat juz w momencie
pobrania powinna zabezpieczy¢ jego cze$¢ lub catosé w celu wykonania cytobloku. Cytoblok
jest materiatem cytologicznym opracowanym podobnie, jak materiat histologiczny, dzieki
czemu uzyskuje sie bloczek parafinowy.

Istnieje wiele metod przygotowania cytoblokéw, w zwigzku z tym zasady przygotowania
materiatu i utrwalenia nalezy uzgodni¢ z pracownig/zaktadem patomorfologii lub pracownig
cytologii.

Jedng z metod uzyskania materiatu do cytobloku jest wystrzykniecie catego pobranego
materiatu do probowki z utrwalaczem, inng wytworzenie skrzepu (TCC — tissue coagulum clot).
Metoda wytworzenia skrzepu pozwala na kumulacje komorek, bez koniecznosci stosowania
dodatkowych substancji agregujgcych. Polega na wystrzyknieciu materiatu np. na bibute
filtracyjng i odczekaniu na wytworzenie skrzepu, a nastepnie umieszcza sie materiat
w utrwalaczu lub przez krotkg chwile po aspiracji odczekuje sie na wytworzenie skrzepu
w cylindrze igly i nastepnie zawarto$¢ umieszcza sie w utrwalaczu.

Wykonanie cytobloku z materiatéw ptynnych wymaga odwirowania materiatu i utrwalenia
uzyskanego osadu.

Materiat przeznaczony do wykonania cytoblokow mozna utrwalaé w 10% roztworze
buforowanej formaliny o pH 7,2-,7,4, pamietajac, ze materiat nie powinien by¢ utrwalany krocej
niz 6 godz. i dituzej niz 48 godz. Utrwalony materiat poddaje sie wirowaniu w wiréwce (2500
obr./min przez ok. 10 min.), osad pozostaly po zlaniu supernatantu zalewa sie ponownie 10%
buforowang formaling. Nalezy monitorowac¢ czas utrwalania, aby catkowity czas przebywania
materiatu w formalinie nie przekroczyt 48 godz.

Po utrwaleniu materiat nalezy przefiltrowa¢ do specjalnej gestej nylonowej siateczki lub
kasetek przeznaczonych do bardzo drobnych materiatéw i dalej postepowac jak z materiatem
tkankowym.
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Inng metodg jest utrwalanie materiatu w mieszaninie alkoholi, po ok. 15 min materiat nalezy
odwirowaé¢ (10 min, 2500 obr/min) a osad pozostaty po usunietym supernatancie zala¢ 10%
roztworem formaliny buforowanej o pH 7,2-7,4, pozostawiajgc na ok. 6 godz. Po tym czasie
materiat nalezy przefiltrowaé do specjalnej gestej nylonowej siateczki lub kasetek
przeznaczonych do bardzo drobnych materiatéw i dalej postepowaé jak z materiatem
tkankowym.

Inng metodg, zalecang dla szczegdlnie skgpego materiatu jest wstepne utrwalenie np. w 70-
96% alkoholu i odwirowanie prébki. Nastepnie nalezy usung¢ ptyn znad osadu i potgczy¢ go
ze specjalng zawiesing, ktéra tworzy zelowg otoczke wokoét materiatu, powoduje zageszczenie
i umozliwia umieszczenie badanej prébki w specjalnej kapsutce lub siateczce
uniemozliwiajgcej wydostanie sie materiatu. (patrz tabela ponizej).

Przyktadowy ,,krétki” program do przeprowadzenia drobnego materiatu o

grubosci 0,3 cm (np. endoskopia, skora, bioptat gruboigtowy, materiat

cytologiczny). Program odpowiedni do procesora prézni
10% Formalina
L buforowana (NBF) 00:10 v
2. Propanol 95% 00:10 \Y
3. Propanol 95% 00:10 \Y
4, Propanol 95% 00:10 \%
5. Propanol 100% 00:10 \%
6. Propanol 100% 00:10 V
7. Propanol 100% 00:10 Vv
8. Ksylen cz. 00:15 Vv
9. Ksylen cz. 00:15 Vv
10. Parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 Vv
11. Parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 V
12. Parafina t.t. 58-60°C 00:20 60 V

*V = ,vacuum” (proznia)

Postepowanie z materiatlem cytologicznym pobranym z drég rodnych (w tym z szyjki

macicy)

= rozmazy utrwalone w 95-96% alkoholu lub za pomocg innego srodka utrwalajgcego
w aerozolu — nalezy zabarwi¢ metodg Papanicolau zgodnie ze stosowang w pracowni
metodyka (np. hematoksylina Mayera 1,15 min., woda biezaca 1 min., alkohol 96% 40 sek.,
Oranz G 30 sek., alkohol 96% 30 sek., barwnik EA-36 1 min., alkohol 96%, alkohol 96%,
alkohol 100%, ksylen x2 (ten etap mozna pomingé i rozmazy po wysuszeniu zaklei¢
odpowiednim medium), (patrz tabela ponizej).

1. Hematoksylina Mayera 01:15
2. Woda biezgca 01:00
3. Alkohol 96% 00:40
4. Oranz G 00:30
5. Alkohol 96% 00:30
6. EA-36 01:00
7. Alkohol 96% 01:00
8. Alkohol 96% 01:00
9. Alkohol 100% 01:00
10. Ksylen 01:00
11. Ksylen 01:00
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Postepowanie z materiatem cytologii na podtozu (LBC).

Pobrany za pomocg szczoteczki materiat, przenoszony jest do specjalnego pojemnika
z utrwalaczem (sktad nieznany). Naczynie z probkg i skierowaniem trafia do pracowni
cytologicznej. Po weryfikacji danych, stwierdzeniu zgodnoéci, badanie jest rejestrowane,
skierowanie i pojemnik opatrzone zostajg etykietg z numerem wewnetrznym pracowni,
jednoczesnie opisane zostaje szkietko podstawowe (zalecany otdwek lub pisak odporny na
dziatanie alkoholi i ksylenu) na ktérym bedzie wykonany rozmaz. Materiat trafia do aparatu do
cytologii ptynnej, gdzie poprzez specjalny filtr prébka zostaje oczyszczona z niepozadanych
zanieczyszczen (bakterie, erytrocyty, leukocyty, $luz, inne). Nastepnie materiat zostaje
przeniesiony na przygotowane szkietko podstawowe i wybarwiony metodg wg Papanicolau
(schemat barwienia ustalony przez producenta urzgdzenia). Gotowy preparat zostaje
zaklejony odpowiednim medium i przekazany do oceny mikroskopowe;j.
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Zalacznik: cytologia zluszczeniowa

Cytologia ztuszczeniowa — zasady ogdlne

Cytologia zluszczeniowa obejmuje przede wszystkim materiat komérkowy pobrany z:
= wydzielin i wydalin,

= plyndw z jam ciata,

= poptuczyn i wymazow szczoteczkowych.

Szczegdélnym rodzajem cytologii ztuszczeniowej jest cytologia ztuszczeniowa szyjki macicy
(wymaz szczoteczkowy z pochwowej czesci szyjki macicy rozprowadzany bezposrednio na
szkietko podstawowe).

Zasady przesytaniu materiatu (skierowanie, transport) do pracowni/zakladu patomorfologii,
pracowni cytologii umieszczone zostaty w zatgczniku 19.

1. Cytologia ptynéw z jam ciata

Do materiatow uzyskanych z jam ciata nalezg ptyny z worka osierdziowego, z jamy optucnowej,
Z jamy otrzewnowej oraz poptuczyny z jamy otrzewnowej.

Do badania patomorfologicznego nalezy przesta¢ materiat nieutrwalony z dodatkiem heparyny
(1ml heparyny/100ml ptynu), najszybciej jak to mozliwe. W przypadku braku mozliwosci
natychmiastowego dostarczenia materiatu do badania nalezy przechowywaC materiat
w temperaturze 4°C, jednak nie jest wskazane przechowywanie diuzej niz 12 godz., gdyz
wpltywa to negatywnie na wyniki badan dodatkowych. Mozliwe jest utrwalenie w utrwalaczu
opartym na alkoholu (50-96% alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub dostepnymi gotowymi
utrwalaczami zawierajgcymi mieszaning alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta).

Sposdb postepowania z materiatem zostat opisany w zatgczniku 19 w czesci dotyczacej
postepowania z materiatem ptynnym.

2. Cytologia ztuszczeniowa uktadu moczowego

Mocz do badania cytologicznego powinien by¢ pobrany z drugiej lub z kolejnych mikcji w ciggu
dnia. Mocz z pierwszej mikcji nie nadaje sie do badania z uwagi na zbyt duze uszkodzenie
komérek. Mocz powinien by¢ dostarczony nieutrwalony do badania patomorfologicznego
najszybciej jak to mozliwe. W przypadku braku mozliwo$ci natychmiastowego dostarczenia
materiatu do badania, mocz nalezy utrwali¢ w utrwalaczu opartym na alkoholu (50-96%
alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub gotowymi utrwalaczami zawierajgcymi mieszanine
alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta) lub przechowywa¢ w temperaturze 4°C do czasu
dostarczenia do badania (jednak nie dtuzej niz ok. 12 godzin).
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W przypadku wymazéw szczoteczkowych materiat nalezy utrwali¢ w utrwalaczu opartym na
alkoholu (96% alkohol etylowy lub komercyjnie dostepny preparat).

Sposbdb postepowania z materiatem zostat opisany w zatgczniku 19 w czesci dotyczacej
postepowania z materiatem ptynnym.

3. Cytologia ztuszczeniowa uktadu oddechowego

Do materiatéw uzyskanych z uktadu oddechowego nalezg wymazy oskrzelowe, poptuczyny
oskrzelowe, ptyn z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL) i plwocina.

Materiat nieutrwalony natychmiast po pobraniu powinien do pracowni/zaktadu patomorfologii
lub pracowni cytologii. Jesli nie ma takiej mozliwosci, materiat z wyjgtkiem BAL nalezy utrwali¢
utrwalaczem na bazie alkoholu (96% alkohol etylowy Iub gotowymi utrwalaczami
zawierajgcymi mieszanineg alkoholi) lub 10% roztworem buforowanej formaliny o pH 7,2-7,4.
Sposdb postepowania z materiatem zostat opisany w zatgczniku 19 w czesci dotyczacej
postepowania z materiatem ptynnym.

UWAGA! Obecnie zaleca sie wykonywanie najwyzej dwoch rozmazow cytologicznych,
a pozostaty materiat nalezy utrwali¢ do cytobloku albo caty pobrany nalezy utrwali¢ w celu
wykonania cytobloku.

4. Cytologia zluszczeniowa materiatu z drég zélciowych i trzustki

Do materiatdw uzyskanych z drég zoétciowych i trzustki nalezg wymazy szczoteczkowe oraz
aspiraty.

Wymazy szczoteczkowe i aspiraty z drég zotciowych powinny by¢é niezwitocznie po pobraniu
utrwalone w utrwalaczu opartym na alkoholu (96% alkohol etylowy lub gotowe utrwalacze
zawierajgce mieszanine alkoholi).

Sposdb postepowania z materiatem zostat opisany w zatgczniku 19.

5. Cytologia ptynu z torbieli

Ptyn pobrany z torbieli (np. torbieli jajnika lub torbieli innych narzadéw) nalezy przesta¢ do
badania patomorfologicznego nieutrwalony, najszybciej jak to mozliwe. W przypadku braku
mozliwosci natychmiastowego dostarczenia materiatu do badania nalezy przechowywac
materiat w temperaturze 4°C, ewentualnie utrwali¢ w utrwalaczu opartym na alkoholu (50-96%
alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub gotowym utrwalaczem zawierajgcym mieszanine
alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta).

Sposdb postepowania z materiatem zostat opisany w zatgczniku 19.

6. Cytologia szyjki macicy

Zalecang metodg cytologii szyjki macicy jest cytologia na podfozu ptynnym (Liquid Based
Cytology, LBC). Dopuszczalng metodg jest takze cytologia konwencjonalna z wykonaniem
rozmazow.

W przypadku LBC wymaz z szyjki macicy pobierany jest na specjalne ptynne podtoze zgodnie
z zaleceniami producenta danej metody.

Obraz komodrkowy pozbawiony jest wiekszosci nieistotnych elementéw towarzyszgcych
konwencjonalnemu rozmazowi. Materiat ten mozna wykorzysta¢ w diagnostyce molekularnej
(np. na obecnos$¢ HPV, Chlamydia trachomatis i inne), takze w immunocytochemii.

W przypadku cytologii konwencjonalnej materiat nalezy rozmaza¢ na szkietku oraz
natychmiast utrwali¢ w utrwalaczu opartym na alkoholu (96% alkohol lub gotowe utrwalacze
zawierajgce mieszanine alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta).

Ogodlne zasady postepowania z materiatem cytologii ztuszczeniowej

W przypadku koniecznosci wykonania innych badan niz badanie cytologiczne (np. cytometria
przeptywowa) kazdy z powyzszych materiatdw nalezy utrwali¢ zgodnie z zaleceniami pracowni
wykonujgcej dane badanie.
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W przypadku innych materiatdw niz opisane powyzej nalezy stosowaé analogiczne metody
utrwalania i zabezpieczania lub nalezy stosowac sie do zalecen jednostki patomorfologiczne;j
wykonujgcej dane badanie.

Rozpoznanie patomorfologiczne (raport) badania cytologicznego
Zakonhczeniem badania cytologicznego jest ustalenie rozpoznania i jego autoryzacja.

Wymagane elementy zintegrowanego rozpoznania cytologicznego:

* nazwa podmiotu leczniczego wykonujgcego badanie (adres, adres e-mail, telefon, fax),
sposob utrwalenia materiatu cytologicznego,

data i godzina pobrania i utrwalenia materiatu,

numer badania,

dane kliniczne:

— nazwisko i imie pacjenta,

— PESEL,

— rozpoznanie kliniczne,

— dotychczasowe leczenie,

— miejsce i sposob pobrania materiatu cytologicznego,

— data pobrania materiatu,

— opis pojemnikéw/preparatéw z materiatem pobranym do badania,
— podmiot medyczny kierujgcy (adres, adres e-mail, telefon, fax),

— lekarz kierujgcy (nazwisko i imie, NPWZ, nr telefonu).

= raport cytologiczny:

— data otrzymania materiatu do badania,

— rodzaj materiatu,

— opis cytologiczny (wg zatgczonych wzoréw stosowanych w cytologii ztuszczeniowej),

— rozpoznanie cytologiczne w jezyku polskim i/lub angielskim (jesli nie ma odpowiednika
polskiego), wedtug obowigzujgcych klasyfikacji (np. Bethesda dla cytologii szyjki macicy
lub np. tzw. klasyfikacji Paryskiej dla cytologii moczu) wraz z podaniem numerow
preparatow;

oraz jesli wykonano wyniki:

— badania immunocytochemicznego,

— badania cytochemicznego,

— badania molekularnego,

— uwagi,

— nazwisko cytotechnika oceniajgcego badanie,

— nazwisko patomorfologa oceniajgcego rozmazy oraz zatwierdzajgcego rozpoznanie,
Z podaniem NPWZ.

= data wykonania badania.

Przyktadowe wzory schematéw rozpoznania cytologicznego dla badania cytologicznego
ptynéw z jam ciata, szyjki macicy, moczu:

W innych nieoméwionych przyktadach majg zastosowanie Standardy Polskiego Towarzystwa
Patologéw. W podanych wzorach numery protokotow badania cytologicznego sg tozsame
z numerami preparatow. Raporty te sg sczytywane przez sekretarke medyczng z odpowiednim
programem komputerowym lub odpowiedni program komputerowy i wpisywane w wyzej
opisane zintegrowane rozpoznanie cytologiczne.
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BADANIE CYTOLOGICZNE PLYNOW Z JAM CIALA
Protokét badania cytologicznego nr...
Imie i nazwisko:
PESEL:

Materiat:

U Ptyn z jamy optucnowej

0 Plyn z jamy otrzewnowej

00 Ptyn z worka osierdziowego
U Inny

Komentarz:

Metoda pobrania materiatu:

1 Cytologia na podtozu ptynnym (Liquid Based Cytology, LBC)
) Cytologia konwencjonalna

O Inna

Komentarz:

Jakos¢ rozmazu:

[0 Rozmaz nadaje sie do oceny cytologicznej

U0 Rozmaz nie nadaje sie do oceny cytologicznej
Komentarz:

Wynik badania:
[ Brak komérek nowotworowych

(1 Obecnos¢ komorek atypowych
(1 Obecnos$¢ komorek raka
Komentarz:

Wykonane badania dodatkowe:
Patolog rozpoznajacy:
Data pobrania materiatu:

Data otrzymania materiatu:
Data wyniku:
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BADANIE CYTOLOGICZNE MATERIALU Z SZYJKI MACICY
Protokét badania cytologicznego nr...
Imie i nazwisko:
PESEL:

Metoda pobrania materiatu:
1 Cytologia na podtozu ptynnym (Liquid Based Cytology, LBC)
[ Cytologia konwencjonalna

Jakos$¢ rozmazu:

[J Rozmaz nadaje sie do oceny cytologicznej

[J Rozmaz nie nadaje sie do oceny cytologicznej
Komentarz:

Wynik badania:

1 Brak podejrzenia neoplazji Srédnabtonkowej lub raka (NILM — No Intraepithelial Lesion or
Malignancy)

[J ASC-US - atypowe komorki nabtonka ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu

0 ASC-H — atypowe komorki nabtonkowe, nie mozna wykluczy¢ HSIL

U LSIL — zmiany w komodrkach nabtonka ptaskiego matego stopnia

U HSIL — zmiany w komodrkach nabtonka ptaskiego duzego stopnia

[ AGC - atypowe zmiany w komodrkach gruczotowych

U lInne

Komentarz:

Wyniki badan dodatkowych:

Wynik badania wg systemu Bethesda:
Patolog rozpoznajacy:

Data pobrania materiatu:

Data otrzymania materiatu:
Data wyniku:
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BADANIE CYTOLOGICZNE MOCZzU
Protokét badania cytologicznego nr...
Imie i nazwisko:
PESEL:

Materiat:

[0 Mocz

U Inny
Komentarz:

Metoda pobrania materiatu:

1 Cytologia na podtozu ptynnym (Liquid Based Cytology, LBC)
) Cytologia konwencjonalna

O Inna

Komentarz:

Wynik badania (wynik badania wedtug systemu paryskiego):

U | — Badanie niediagnostyczne/nie nadajgce sie do oceny

011 — Brak cech raka o wysokim stopniu zto$liwosci (Negative for high grade carcinoma)

O 1l = Atypia

01V — Podejrzenie raka o wysokim stopniu ztosliwosci (Suspicious for high grade carcinoma)
1V — Neoplazja nabtonka urotelialnego matego stopnia (Low grade urothelial neoplasia)

0 VI — Rak o wysokim stopniu ztosliwosci (High grade urothelial carcinoma)

U VII — Inne 