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	Стандарт операционных процедур: 

Иммуноцитохимия 
Цель

Идентифицировать молекулярные маркеры, рецепторы половых гормонов, определение которых с помощью иммуноцитохимических (ИЦХ) анализов (определение иммунного типа опухоли) дает наиболее полную картину о происхождении опухоли и её чувствительности к различного рода воздействиям, что  имеет прогностическое значение для пациентов с метастазами без первично-выявленного очага, а также  можно предсказать эффективность того или иного вида лечения, назначить наиболее эффективный курс химия- и таргентной терапии. Определение должностных лиц, ответственных за данную работу. 

Область применения

Процесс подготовки биологического образца к проведению иммуноцитохимических исследований. 

Ответственность

Зам. директора по клинической работе - за согласование СОП и инициацию изменений; разработчик - за согласование и контроль исполнения СОП. Разработчик - за достоверность и последовательность описанного процесса, соответствие приведенных данных, соблюдение срока подготовки СОП, его согласование и исполнение, своевременную актуализацию изменений. Сотрудники отделения – за правильное выполнение рабочего процесса.

Перечень необходимого оборудования и расходных материалов

Основное оборудование:

· Аппарат для заключения стекол  

· Цитоцентрифуга  c необходимыми принадлежностями 
· Микроскоп 

· Иммуностейнер с необходимыми реагентами,  антителами, растворами разбавителями и другими расходными материалами. 
Вспомогательное оборудование:

· Фармацевтический холодильник для хранения с камерой охлаждения до +4–8оС 

· лабораторный рабочий стол для проведения исследований;

· лабораторные стулья или кресла (с поверхностями, подлежащими обработке дезинфицирующими средствами);

· облучатель ультрафиолетовый настенный открытого типа;

· приточно-вытяжная вентиляция, обеспечивающая двукратный обмен воздуха;

· штативы пластиковые для хранения стекол,

· посуда медицинская лабораторная мерная;

· пластиковые контейнеры для сбора и дезинфицирующей обработки расходных материалов, перчаток и ветоши;

· cтол для регистрации результатов исследования;

Расходные материалы:

Халат, маска 

· Перчатки смотровые латексные неопудренные;

· Наборы реагентов: рецепторы прогестерона, эстрогена, пролиферативной активности, цитокератины 5; 7; 20; 18; 19; 8;17; второй рецептор фактора роста эпидермиса, мембранный белок, тирозиновая протеинкиназа семейства рецепторов эпидермального фактора роста, Маркер гастроинтестинальных стромальных опухолей, Регулятор клеточной пролиферации и миграции, маркер миелом. Общий лейкоцитарный антиген. Миелопероксидаза, Маркер макрофагов, гистиоцитов (соответствующие опухоли).Тканеспецифичный маркер эпителия (соответствующие опухоли).  Маркер опухолей легких и щитовидной железы. Маркер опухолей нервной системы. Прогностический маркер и другие (CD1 alpha, CD3, CD5 ,CD10, CD15, CD20, CD30, CD43, CD15, CD44v6, CD68, CD79а,CD138, ALK/p80,  BCL-2, BCL-6, BCL-2 alpha),  Виментин, Кальцитонин, Тиреоглобулин, Мелан А, меланома, MART-1/Melan-A, Melanoma (gp100), Раствор для разбавления антител, Трис буфер (10x) pH 10.0, Диаминбензидин и хромоген с сульфатным буффером,, Ultra vision V Blok, Усилитель первичных антител, Полимер HRP, Антитела Piluent, Реактив Хенкса, Альбумин, Полюглюкин, Диаминбензидин и хромоген раствор +основа хромогенных систем, CD 68, S 100, Хромогранин А, Синаптофизин,  Р 53, Циклин D1, р 27, Десмин, Актин, Хромогранин А, Синаптофизин, Bcl-2, TdT, Гранзим B, р 27,  Миелопероксидаза , Актин, гематоксилин Майера. 

· Фильтры для цитоцентрифугирования    

· Лента покрывателя  стекол, 

· Маркер, стеклограф

· Микро Пробирка  
· Пипеточные дозаторы с наконечниками

· Планшет

· этиловый спирт 100%; 75%;

· марля 

· пластиковые пробирки 10 мл;

· дистиллированная вода.

· Фильтровальная бумага,

· Пробирка многоразовая 
· канцелярские принадлежности.


	

	
	

	

	 ЗАПИСИ ПО КАЧЕСТВУ
	

	№

Название документа

Номенклатура 
Ответственный
Срок хранения

Вид 
документа 
(бум./ элект.) 

Журналы для регистрации анализов 

47-14
47-15
47-16
Лаборант

До минования надобности

Бумажный

Журнал учёта работы кварцевых ламп 
47-17
Лаборант

До минования надобности

Бумажный

Журнал учёта температурного режима холодильника

47-18
Лаборант

До минования надобности

Бумажный

Журналы для  расходных материалов и реагентов 

Старший лаборант

1 год

Бумажный


	

	
	


СОДЕРЖАНИЕ СОП
	Исполнитель
	Процедура выполнения

	Врач-цитолог (цитопатолог)
	1. Иммуноцитохимические исследования проводит врач-цитолог

2. Используется  непрямой трехступенчатый иммуноферментный биотин,  методом визуализации.

3. Обработка хромогеном – диаминбензидин(ДАБ) в виде коричневого окрашивания. 

4. Маркированные   препараты после приготовления и подсушивания  фиксировать в охлажденном ацетоне в морозильной камере   в течение 30 секунд. 

5. После фиксации, подсушить мазки в течение 5 секунд.

6. Обводить исследуемое мини-поле препарата специальным  иммуноцитохимическим карандашом для ограничения и  визуализации «рабочего поля» мазка и предохранения от растекания реактивов.

7. После маркировки и фиксации, стекла активно промыть в трис буфере, pH 7,2-7,6) в течение 10 минут. 

8. Для блокирования эндогенной пероксидазы использовать свежеприготовленный 3%  раствор перекиси водорода в течение 5-10 минут. 
9. Образцы активно четырехкратно промывать в трис-буфере в течение 10 минут.
10. Нанести разведенные в соответствии с указаниями фирмы-производителя первичные антитела в объеме 50 мкл. на одно мини-поле  препарата. Инкубацию проводить при комнатной температуре в течение 30-60 минут  в герметичной  влажной камере (во избежание   высыхания реактива). 
11. После инкубации удалить со стекла капли растворов антител. 
12. Параллельно  поставить один негативный и один позитивный «контроль». 
13. Затем препараты активно промывать по 5 минут в четырех сменах Tris-буфера.
14.  Систему визуализации применять  согласно инструкции. 
15. Выявление пероксидазной активности  проводить с помощью  ДАБ Хромоген (3,3 – диаминбензидин , соляная кислота  pH 7,5 ).
16. Трижды  промывать препараты в дистиллированной воде. Окрашивать гематоксилином Майера  в течение 20-30 секунд.
17.  Препараты подсушить и загрузить в аппарат для заключения  стеклопрепаратов  

	Врач-цитолог
	Проводит микроскопическое исследование и выдает заключение.



	Лаборант-цитолог
	Регистрирует и архивирует стеклопрепараты, выдает готовые результаты


	НОРМАТИВНО-СПРАВОЧНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

	

	2.1. Республиканские нормативные документы

2.1.1. Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан от 31 мая 2017 года № 357

«Об утверждении Санитарных правил "Санитарно-эпидемиологические требования к объектам здравоохранения» 
2.1.2. Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан от 5 сентября 2018 года № ҚР ДСМ-10 «Об утверждении тарифов на медицинские услуги, оказываемые в рамках гарантированного объема бесплатной медицинской помощи и в системе обязательного социального медицинского страхования»
2.2. Локальные организационно-распорядительные документы

2.3. Справочная информация

2.3.1. Инструкции к используемому оборудованию.
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