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SCOP
Diagnostic histopatologic de înaltă performanţă
DESCRIEREA PROCEDURII

1. Generalitati:

Principiu: Tehnicile de imunohistochimie au la bază reacţia antigen-anticorp, antigenul urmărit aflându-se în materialul bioptic, iar anticorpii utilizaţi în scopul evidenţierii acestora sunt comercializaţi sub diverse forme – mono- sau policlonali, concentraţi sau diluaţi (gata de a fi utilizaţi „ready-to-use”). Situsul legării cu anticorpul poate fi identificat fie prin legarea directă a antigenului de un anticorp marcat, deci vizibil (de exemplu fluorescent), fie printr-o metodă indirectă de legare, prin intermediul unui lanţ de alte reacţii, cu anticorpi secundari marcaţi prin reacţie indirectă în 2 sau mai multe faze. Ultima metodă este folosită în laboratorul nostru şi foloseşte un substrat cromogen care este ataşat la anticorpul secundar. Anticorpul primar este nemarcat, de acesta se leagă un anticorp secundar marcat cu peroxidază, de care este legat un sistem de relevare. Această tehnică este mai sensibilă deoarece permite vizualizarea antigenelor existente în concentraţii mici.
2. Continutul procedurii operationale:

Medicul anatomo-patolog solicită această tehnică specială în cazurile dificil de soluţionat, pe lame selecţionate, pentru completarea diagnosticului histopatologic din coloraţia uzuală (HE) şi/sau histochimice finalizând astfel diagnosticul.

Condiţia primordială pentru reuşita reacţiilor imunohistochimice este fixarea corectă a preparatului bioptic, astfel încât epitopii (situsurile antigenice) să nu fie distruşi sau inactivaţi. Fixarea optimă durează 24 de ore; fixarea care depăşeşte 48 de ore inactivează majoritatea epitopilor, determinând reacţii fals negative. Fixatorul optim este formolul tamponat 10%.

În continuare, paşii de prelucrare histopatologică sunt cei obişnuiţi: includerea se face în parafina histologică, secţionarea la microtom în secţiuni subţiri de 4 μ, urmate de deparafinare completă şi rehidratare.

3. Protocolul de imunohistochimie

Asistentul de laborator prelucrează materialul bioptic, secţionează blocul de parafină selecţionat pentru investigaţiile imunohistochimice şi realizează corect tehnica de colorarea imunohistochimică. Medicul anatomo-patolog examinează lamele la microscop şi stabileşte diagnosticul histopatologic final în coroborare cu coloraţia uzuală (şi/sau coloraţii speciale histochimice), respectiv furnizează informaţii esenţiale oncologului (chimioterapeut) privind statusul hormonal al diverselor tumori sau supraexpresia unor oncoproteine, cu impact decisiv în strategia terapeutică adjuvantă din domeniul oncopatologiei.

· Secţiunile la parafină se aplică pe lame special tratate (încărcate electrostatic sau silanate), cu o mare adezivitate, în majoritatea cazurilor tehnica impunând metode de relevare termică a epitopilor.

· Lamele se pun la deparafinat in toluen – 1 h la termostat;

· Se trec prin băi de alcooli de concentraţie descrescândă (100%, 96%, 80%) câte 5 min;
· Se aduc lamele la apă;

· În funcţie de tipul anticorpului şi specificaţiile tehnice ale producătorului este necesară sau nu (se trece la punctul 8) pretratarea enzimatică (tripsină 5 min, apoi se trece la punctul 8) sau termică a secţiunilor;
· Pretratarea termică presupune imersionarea secţiunilor în solutie Target Retrieval (pH = 6 sau 9) prealabil încălzită în cuptorul cu microunde la 95 grade (se controleaza cu termometrul de laborator) 20 minute la 600 W;

· Se lasă la răcit până la temperatura camerei;

· Se scot şi se spală în apă distilată;

· Se trec în tampon TRIS 10 minute;
· Se şterg lamele de excesul de tampon, se marcheaza secţiunea cu un creion special;

· Se pun într-un mediu umed si se acoperă fiecare secţiune cu o picatura de peroxid – pentru blocarea peroxidazei endogene 5 min;

· Se scurg de peroxid şi se introduc din nou în tampon TRIS ca să se spele şi apoi se lasă într-un recipient cu tampon curat TRIS (5 min);

· Incubarea lamelor cu anticorpul primar între 10 min şi 30 min, în functie de instrucţiunile producătorului;

· Se scurg de anticorp şi se spală într-un recipient cu tampon TRIS şi se lasă în tampon curat 5 min;
· se pune Link (picatura galbenă) peste secţiunile încercuite cu marker special, lamele se menţin în mediu umed 10 min;

· Se spală în tampon TRIS şi apoi se lasă 5 min în tampon curat;

· Se şterg de tampon şi se pune Streptavidin (picatura roşie) peste secţiunile încercuite cu marker special, lamele se menţin în mediu umed 10 min;
· Se spală cu tampon TRIS şi se lasă 5 min în tampon curat;

· Se aplică DAB (cromogenul) peste secţiunile încercuite cu marker special, lamele se menţin în mediu umed 10 min;
· Se spală în apă distilată şi apoi se contracolorează cu hematolixină 1-2 min;
· Secţiunile se deshidratează obişnuit (acooli de concentraţie crescătoare 80%, 96%. 100% - 5 min in fiecare;

· Se montează şi se examinează la microscop
· materialului biopsic (Anexa 3) din incaperea unda s-a efectuat examenul extemporaneu si le duce in sala unde medicul anatomopatolog examineaza la microscop;

-     medicul anatomopatolog examinează la microscop secţiunile efectuate, notează pe     buletinul de însoţire al piesei diagnosticul histopatologic, semnează şi parafează;

· registratorul medical notează rezultatul histopatologic de pe fisa de insotire a materialului biopsic în registrul unic de evidenţă a biopsiilor;

· prin intermediul cadrului medical delegat de sectia  care a adus piesa în Serviciul de Anatomie Patologică, diagnosticul histopatologic al examenului extemporaneu este comunicat  chirurgului in cel mai scurt timp.
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