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SPECIALNE HISTOLOGICKE TECHNIKY

Odber materialu:
1. Biopsia —zo Zivého zvierata,

* probatorna”excizia - odobratie malého kuska tkaniva za diagnostickym
ucelom,

* probatorna punkcia — nabodnutie organu sirSou dutou ihlou nasadenou
na striekacku, do ktorej sa tahom piestu natiahnu malé ciastocky tkaniyv,

*  kyretaz — zoskrabnuta mala Ciastocka tkaniva pomocou lyzicky - kyrety

2. Nekropsia — starsi material, ziskany pitvou z uhynutého zvierata.




Zasielanie vzoriek na histologické

Postup: Viyplni sa sprievodny list (Ziadanka na
v vzorka sa odoberie ¢o najskor histologickeé vysSetrenie): odosielatel,

po uhynuti zvierata, naciondlie zvierata, klinickd diagndza,
v podla moznosti ma mat tvar datum odberu, fixaéna tekutina,

kocky s hranou 5-10 mm, v ;o :
pozadovane vysetrenie.

V' rezat ostrym skalpelom alebo
ziletkou (vystrihnutim sa
tkanivo rozmliaga),

Oznaci sa nadobka s materialom -

v" tkanivo ihned fixovat vlozenim , .
f zakladne udaje

do fixacnej tekutiny,
v" tkanivo presne oznacdit.




e Parafinova technika

Fixacia Odparafinovanie rezov
[ < Premyvanie } [ < Farbenie histologickych J
preparatov
ZaIie\{anie vzorky do Viyjasnenie
parafinu histologickych
[ < Rezanie parafinovych } preparatov
blockov [:) Uzavieranie }
Vyrovnanie a lepenie zafarbenych rezov




Rychle vyzrazanie (denaturacia) bielkovin protoplazmy buniek a tkaniv fixacnymi
prostriedkami — zabrania samovolnému rozkladu tkaniv (autolyze).

Podmienky fixacie:
zachovat ¢o najlepsie Strukturu tkaniva,
zachovat farbitelhost tkaniv,
rychle prenikanie do tkaniv (rovhnomerné prefixovanie celej vzorky).
Fixacné prostriedky:
— menej rozSirené, pouziva sa teplo alebo rychle vysusenie tkaniva,

— najpouzivanejsie pre jednoduchu pripravu a fixaciu.



Metodika fixacie —

v Tkanivovy blo¢ek po odbere vlozime do fixa¢nej tekutiny co
najskor (fixuje sa Cerstvé).

v Tkanivovy blo¢ek nesmie byt pili§ velky (nesmie presiahnut’ 1
cm).
Celé organy — fixacna tekutina sa vstrekne priamo do ciev
alebo dostatocné mnozstvo fixac¢nej tekutiny.

v Plo$né organy (Creva, blany) sa pred vlozenim do fixacnej
tekutiny napinaju na korkovu (plastovu) platnicku pomocou
Spendlikov.

v Dostato¢né mnozstvo fixa¢nej tekutiny — 10x viac, ako objem
tkanivového blocku.

v" Dostato¢ny pristup fixa¢nej tekutiny k tkanivovému blo¢ku (zo
Fixovany tkanivovy blocek vietkych strdn — podkladame filtradny papier).




— Fixacné tekutiny —

Formalin (formol) Zenkerova tekutina

Y najcastejsie pouzivana, v" fixacia kuskov tkaniv s hranou najviac 5 mm.

v" vychodiskovou latkou je aldehyd kyseliny mravéej, Fixaéna tekutina so sublimatom

¥ bezfarebna tekutina, drazdivého zapachu, v rychle prenikaju do tkaniv, po fixacii dobre farbi,
v rychlo prenika do tkaniv, po fixacii sa tkanivo dobre farbi

nevyhoda: - po fixacii vznikaju v tkanivach Cierne zafarbené
zrazeniny — sublimatové zrazeniny (odstraniuje sa jédovou
tinktdrou, Lugolovym roztokom).

a dobre ho konzervuje,

nevyhoda: napuciavanie tkaniv, bunky maju sklovity vzhlad.

. . . Susa - najpouzivanejsia fixacna tekutina.
Bouinova [buenova] — s kyselinou pikrovou,

, e vy , ., Fixacnha tekutina s alkoholom
v" vhodné na fixaciu vacésich kuskov materialu,

v etanol, zle prenikd, rozpusta lipidy a spdsobuje zmrastenie

v" neposkodzuje strukturu tkaniva, dobre farbi, )
tkaniv.

v" nevhodnd na prekrvené organy (slezina) — krv sa zraza-

tvrda tazko krajatelna hmota. Oxid osmicely

v drahy roztok, rychlo redukuje — séernenie roztoku.




v" odstranuje sa fixacna tekutina,

v premyva sa:

. formalinom 2 — 4 hodiny pod tecucou vodou,
. Zenkerovou tekutinou 24 hodin,
. Bouinovou tekutinou 24 hodin a viac v troch kupeloch s 80%

alkoholom + niekolko kvapiek koncentrovaného roztoku uhlicitanu

litheho,

. Susou 2 —=24 hodin s 90% alkoholom.

Premyvanie —




— Zalievanie blockov do parafinu —
Ciel

Spracovanie do formy, z ktorej mozu byt

pripravené rezy na mikroskopické vysetrenie.

Vyhody:

v dostupny a pomerne lacny,

v" vzorky sa daju krajat vo velmi tenkych
rezoch a v suvislych sériach rezowv.

Nevyhody:

V" pri vysokej teplote - zvrastenie pri
odvodnovani a presycovani tkaniv.




Postup zalievania vzorky do parafinu

Odvodnenie vzorky.

Presytenie vzorky tekutinou rozpustajucou parafin.
Presytenie vzorky parafinom.

Vlastné zalievanie do parafinu:

Tkanivo je vloZzené do kovovej formy, zaliate teplym tekutym parafinom.

Vychladne — parafinové blocky.
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vlozenie tkaniva do kovovej formy zaliatie tkaniva tekutym parafinom vychladené parafinové blocky




— Rezanie parafinovych blockov —

@Vy’thody a nevyhody parafinovych rezov

v" pomerne tenké rezy, ktoré modieme farbit
takmer vsetkymi metddami,

v"uchovavanie nakrajanych rezov na sklicku a
zvysky tkaniv zaliate v parafinovom bloku,

v" neobmedzeni dobu moznost kedykolvek
nakrajat dalSie rezy a doplnit farbenie,

v alkoholova rada a zaliatie do parafinu nici
enzymy a spdsobuje vyluhovanie tukov,

Rezanie parafinovych blockov
elektronickym mikrotdmom

v" odvodriovanim mbze doéjst k usmrteniu
tkaniva.




Vyrovnavanie a lepenie parafinovych

Na ohrievanej platnicke V teplej vode

v" na podlozné sklicko rovhomerne rozotrieme v rezy sa vyrovnavaju na hladine destilovanej
zmes bielka s glycerolom (lepidlo), vody (40°C) vo vysokej Petriho miske alebo

. o sklenenej skatuli,
v'  skalpelom prenesieme parafinovy rez

a podlejeme malym mnozstvom destilovanej v' podlozné sklicko natreté zmesou bielka
vody (zhora musi ostat suchy), s glycerolom scasti ponorime pod plavajuci
rez, preparacnou ihlou ho prichytime

a vytiahneme z vody,

podlozné sklicko polozime na piecku (40-45°C),
rez vyrovname preparacnou ihlou,

v" nechame odkvapkat a uloZime cez noc do

zlejeme destilovanu vodu, podlozné sklicko
J P termostatu.

oznacime a ulozime na noc do termostatu
(37°C) — voda sa odpari a rez sa prichyti na
podlozné sklicko.




Vyrovnavanie parafinovych rezkov

— v teplej vode —




Odparafinovanie rezov

v" odstranenie parafinu —tkanivo prijme roztoky farbiv,
v ponaraju sa do:
1. xylénu,
2. zostupného radu etanolu (96, 90 a 70%)

3. destilovanej vody.




Farbenie histologickych preparatoV

- Farbiva:

| ' zasadité jadrové (bazické) = bazofilné
- \u :JD\_X\_X\_X\.\ ‘

o ‘“ v farbia sa jadrd buniek,

e A v" najznamejsie farbivo je hematoxylin,
kyslé farbiva (plazmatické) = eozinofilné
v'farbia cytoplazmu,

v'najznamejsie farbivo je eozin.

Netrofilia = bunkova struktura sa vobec nezafarbi alebo
Farbenie histologickych sa slabo zafarbi obidvoma typmi farbiv.

preparatov




— Typy farbenia —

Priehladné Selektivne

v" slUzi na zobrazenie vsetkych v' pouziva sa na rozlisenie niektorych
zloziek tkaniva, sucasti tkaniv,

v" vysledok farbenia: v" vysledok farbenia:

jadra buniek su tmavomodré, jadra buniek su cervenohnené,

kolagén je Cerveny,
svalovina je Cervena,

ostatné zlozky su ruzove.




Odvodnenie a vyjasnenie preparatu

Odvodnenie preparatu
v" predpoklad pre zhotovenie dokonalého trvalého preparatu,

v odvodnuje sa vo vzostupnom rade etanolu (80 a 96%).

Vyjasnenie preparatu

v" robi sa kipelom 2x karboxylénom a 2x xylénom.




Uzavieranie (montovanie) zafarbenych

v vhodné su rezy neobsahujice zakalené miesta (odstranime odvodnenim
v 96% alkohole),

v montujeme medzi podlozné a krycie sklicko do uzavierajiceho
(montovacieho) média — dokonalé priehladné, neposkodzuje zafarbené
tkaniva, vysoky index lomu.




— Latky pouzivané na montovanie

Latky, ktoré sa nemiesaju s vodou, Latky, ktoré sa nemiesaju s vodou:
ale su rozpustné v xyléne:

v" kanadsky balzam (Zivica

v glycerin,
z kanadskej jedle), BlY
., . v" glycerinova Zelatina,
v" husty cédrovy olej,
v' sirup z arabskej gumy.
v syntetické Zivice. P Jeumy




Montovanie histologického praparatu
do kanadského balzamu

Postup montovania preparatu

Sklicko vytiahneme z kyvety so xylénom.

Xylén okolo zafarbeného rezu na spodnej strane
utrieme.

Na rez dame kvapku kanadského balzamu a pinzetou
prilozime krycie sklicko.

Balzam  vytlaceny krycim  sklickom utrieme
handrickou namocenou v xyléne.

Hotovy preparat vlozime na 2 dni do suSiarne
vyhriatej na 40°C.

Ak pouzijeme glycerin, glycerinovu Zelatinu alebo
sirup z arabskej gumy, zafarbeny preparat netreba
odvodniovat a vyjasnovat.




@Ak\'{ material sa mozZe spracovavat
v histologickom laboratériu?

@Vymenujte, ktoré pravidla musite
dodrziavat pri fixacii tkaniva.

@ Opiste postup zalievania
tkanivového blocku do parafinu.

@ Vymenujte sposoby vyrovnavania
parafinovych rezkov.




Zmrazovacia technika



Zmrazovacia technika

v" histologicka technika,

v pouziva sa na rychlu histologickl diagnostiku, na rezanie tkaniv, ktoré
neznasaju zaliatie do parafinu (napr. dokaz lipidov),

v" uplatriuje sa pri stanoveni rychlej diagndzy pocas priebehu operacie -
peroperacna diagnoza.




AN

Postup zmrazovacej techniky

zmrazené tkanivové blocky sa rezu po fixacii (parafinova technika),
po fixacii sa premyvaju pod tecucou vodou,

blocky sa presycuju zmesou 1 diel glycerolu a 4 diely vody (1:4) — lepSia konzistencia
tkaniva,

zmrazené bloc¢ky sa rezi na zmrazovacom mikrotdme so zmrazovacim zariadenim,

pri rezani polozime na stolik mikrotdmu kusok filtracného papiera a kvapneme nan
niekolko kvapiek vody,

polozime tkanivovy blocek a prstom pritlacime k podlozke.




AN

Postup zmrazovacej techniky

preruSovanym vypustanim CO, zmrazime cely blo¢ek, a tym ho pripevnime
k stoliku,

musia byt dokonalé zmrazené, inac sa miagaju alebo 1amu,

stolik zdvihneme na uroven ostria noza a mikrometrickou skrutkou nastavime
hrabku rezu a rezeme,

pri rezani udrZiavame spravnu konzistenciu obfasnym vypustanim CO,
rezy zachytené na nozi sa prenasaju do Petriho misky s vodou aby sa vyrovnali,

ak je rez krehky, spracuva sa az po nalepeni na podlozné sklicko zelatinou.




Priprava zelatinového roztoku

Zelatinu rozpustime v 100 cm3 teplej destilovanej vode.

Pridame rozslahany vajecny bielok a 10 cm3 5% kyseliny karbolovej na
konzervovanie.

Ochladime, ¢im vznikne rosolovita masa, ktord uchovavame
v chladnicke.

Pripravime roztok na lepenie: 10 g roztoku rozpustime v 100 cm? teplej

destilovanej vody. Teplota zriedeného roztoku na lepenie nema prekrocit
37°C.




Rez prenesieme z destilovanej vody pomocou podlozného sklicka alebo
skalpela do vlazného roztoku zriedenej zelatiny.

Rez sa prenesie zo zelatiny na podlozné sklicko a preparacnou ihlou sa
vyrovna.

PrebytocCny roztok zelatiny odsajeme filtrachnym papierom.

Zelatinovy povlak sa nechd 1 hodinu stvrdnut v nddobe parami
formalinu.

Napokon na 3 — 5 minut ponorime do 10% formalinu.



postupné prenasanie do roztokov farbiv v miskach alebo hodinovych
sklickach,

rezy nalepené na podloznom sklicku farbime v histologickych kyvetach,

pri montovani rezov do kanadského balzamu (ako pri parafinove;
technike), vzorku odvodnime a vyjasnime.



Specidlne metddy
farbenia

Dokaz tukov

[:) Dokaz polysacharidov

Dokaz zeleza



Dokaz tukov

v tkanivo, v ktorom mame dokazat tuky, nesmie prist do styku s rozpustadlami tukov,

v" zalievame ho do parafinu a blo¢ek rezeme na zmrazovacom mikrotdme,

v' zafarbené rezy zalievame do glycerolovej zelatiny:

. 7 g tzv. zlatej Zzelatiny nechame 1 h napucat v 40 cm? destilovanej vody,

. pridame 50 g bezvodého glycerolu s mernou hmotnostou 1,25 a 0,5 cm3 kyseliny
karbolovej,

. pri stalom miesani vo vodnom kupeli zohrievame 15 minut,

. teplé prefiltrujeme a nechdme vychladnut.




Dokaz tukov
S farbenie Sudanom lli

Postup Hodnotenie

v Rezy farbime roztokom Sudanu IIl 30 —

60 minut. o ..
Lipidy su oranzove,

v" Dvakrat oplachneme v destilovanej vode. L ,
Jadra buniek modré.

v Jadra odfarbime Mayerovym
hematoxylinom 3 — 5 minut.

v Rezy prenesieme do pramenistej vody na
10 minut a nechame ich zmodriet.

v" Rezy montujeme do uzavieracieho média
miesajuceho sa s vodou.




Postup

v

XN N X

AN

Rezy zbavené parafinu prenesieme na 10 minut
do 0,5 — 1% roztoku kyseliny jodiste;.

3x oplachneme v destilovanej vode.

Nechame 25 minut posobit Schiffovu reagenciu.
Rezy premyvame pod tecucou vodou 30 minut.
qua,rbime 0,1 — 1% roztokom svetlej zelene 1 - 5
minut.

Oplachneme destilovanou vodou.

Odvodnime, prejasnime a rezy montujeme do
kanadského balzamu.

Dokaz polysacharidov

Hodnotenie

Mucin, bazalne membrany
a iné polysacharidové zlozky
sa farbia Cerveno.

Ostatné tkaniva na zeleno.




Postup

v

v

AN

Rezy zbavené parafinu prenesieme na 1 — 24
hodin do 10% sirniku amdnneho.

Oplachneme v niekolkych kvapkach destilovanej
vody.

Ponorime do Ccerstvo pripraveného roztoku
ferrikyanidu draselného na 20 — 25 minut.

Oplachneme 2x v destilovanej vode a potom
premyvame 10 minut pod tecucou vodou.

Jadra dofarbime jadrovou Cervenou 5 — 7 minut.

Preparat odvodnime, prejasnime
a zamontujeme do kanadského balzamu.

Dokaz zeleza Thurnbullovou modrou

Hodnotenie

Hemosiderin sa farbi na modro.
Jadra na cerveno.

Plazma na ruzovo.




*_ @Opﬁte pripravu histologického
preparatu zmrazovacou technikou.

@Vymenujte Specialne metody
farbenia.
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