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СОП - Стандартная операционная процедур

Конфиденциально - Материалы, содержащие сведения ограниченного

	 распространения

ИЦХ - Иммуноцитохимия



	ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

	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 химио- 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  

· Центрифуга 

· Микроскоп 
· Иммуностейнер 

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: Progesterone Receptor (PR), Estrogen Receptor (ER), Ki-67, Keratin 5,  Keratin 20, Keratin 7, Keratin 18, Keratin 19, c-erbB-2/HER-2, CD1 alpha, CD3, CD5 ,CD10, CD15, CD20, CD30, CD43, CD15, CD117/c-kit, CD44v6, CD68, CD45RA ,CD79а,CD138, ALK/p80,TTF-1, BCL-2, BCL-6, BCL-2 alpha,  Vimentin, Calcitonin, Thyroglobulin, MART-1/Melan-A, Melanoma (gp100), Antibody Diluent, Tris Buffer (10x) pH 10.0, DAB+Chromogen DAB+Substrate buffer, Ultra vision, Ultra V Blok, Primary Antibodi Enhancer, HRP Polymer, Antibodi Piluent, Реактив Хенкса, Альбумин, Полюглюкин, Liguid DAB+Substrate  Chromogen Sustem, Keratin 8, Keratin 5, Keratin 18, Keratin 17, CD 68, S 100, Хромогранин А, Синаптофизин, Bcl-2, Р 53, Циклин D1, р 27, Десмин, Актин, Хромогранин А, Синаптофизин, Bcl-2, Р 53, Циклин D1, Cyclin D1, TdT, Granzyme B, р 27, Десмин, Myeloperoxidase (MPO), Актин, гематоксилином Майера, Tris буфере
· Filtercards  for Double cellfunnel JC 307  
· Cellspin Filtercards JC 305  
· ECOdicht JC 315  
· Cytotrager JC 311   

· Cytotrager JC 312   

· ECOtrager JC 314  
· Double Cellfunnel JC 306

· ECOfunnel JC 313

· Cellfunnel JC 304

· Лента покрыватель стекол, 
· Маркер, стеклограф
· Пробирка типа Eppendorf 

· Пипеточные дозаторы с наконечниками

· Планшет

· этиловый спирт 100%;

· этиловый спирт 75%;

· марля 

· пластиковые пробирки 10 мл;
· дистиллированная вода.

· Фильтровальная бумага,
· Пробирка многоразовая Single Cellfunnel
· 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 LSAB (англ. Labeled streptavidin – biotin,) методом визуализации.

3. Обработка хромогеном – 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 буфере (DAKO TBS, 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 Tris-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  ДАВ Chromogen (3,3 – diaminobenzidine, DAB substrate buffer Imidazole – HCl, pH 7,5 DAKO).
16. Трижды  промывать препараты в дистиллированной воде. Окрашивать гематоксилином Майера  в течение 20-30 секунд.
17.  Препараты подсушить и загрузить в аппарат для заключения стекол 

	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.СанПиН от 24  февраль 2015 года № 127 «Санитарно-эпидемиологические требования к объектам здравоохранения» (с изменениями от 04.05.2014 г.)

2.1.2. Приказ Министра здравоохранения РК МЗ от 31 декабря 2013 года №770

 «Об утверждении тарификатора медицинских услуг».

2.2. Локальные организационно-распорядительные документы

2.3. Справочная информация

2.3.1. Инструкции к используемому оборудованию.




Приложение 1
Лист регистрации изменений 

	№

п\п
	Дата проверки
	№ раздела, подраздела,

пункта документа, к которому относится изменение
	Дата введения изменения
	Основание

(дата приказа или распоряжения)
	Дата внесения изменений
	Статус, Ф.И.О. проверяющего или вносившего изменения
	Подпись лица внесшего изменение
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Приложение 2
Лист ознакомления сотрудников с СОП
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