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В настоящей инструкции по применению (далее – инструкция) излагается метод оценки выраженности воспалительных изменений в поджелудочной железе при хроническом панкреатите с целью определения характера и прогноза течения хронического панкреатита. 
Применение метода оценки выраженности воспалительных изменений в поджелудочной железе при хроническом панкреатите, изложенного в настоящей инструкции, возможно в стационарных и амбулаторных организациях здравоохранения хирургического профиля учреждений здравоохранений всех уровней, патологоанатомических отделениях.
ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ, РЕАКТИВОВ, ИЗДЕЛИЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНИКИ

· 10% раствор формальдегида;
· парафин;
· 96% спиртовой раствор;

· предметное стекло;

· раствор гематоксилина;

· раствор эозина;

· ксилол;

· карбол-ксилол;
· дистиллированная вода;

· проточная вода;
· соляная кислота;

· полистирол;

· покровное стекло;

· лабораторная посуда; 

· микротом;
· термостат;
· световой микроскоп.

Показания к применению

Определение степени выраженности воспалительных изменений в поджелудочной железе при хроническом панкреатите для определения прогноза и тяжести течения заболевания.
ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ

Нет
ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МЕТОДА С УКАЗАНИЕМ ЭТАПОВ
1 этап – фиксация материала

Кусочки операционного материала толщиной не более 5-10 мм погружают в 10% раствор формальдегида, при этом соотношение объемов ткани и фиксатора не менее 1:20. Фиксация проводится при комнатной температуре в течение 24 часа.
2 этап – промывание, обезвоживание и заливка материала в парафин, приготовление срезов.

Промывку кусочков ткани проводят в проточной водопроводной воде в течение нескольких часов. После промывания кусочки подвергают дальнейшему уплотнению путем обезвоживания в спиртах увеличивающейся концентрации (в 50 и 60% по 4-6ч; в 70, 80 и 90% по 8-12 ч и в двух порциях 100% по 12-24 ч). Пропитывание и заливку в парафин проводят в следующей последовательности: спирт-ксилол (1-3 ч), ксилол (1-3-6 ч), ксилол-парафин 37°С (2-3 ч), парафин I 54°С (1,5-2,5 ч), парафин II 54°С (0,5-1,5 ч). После окончательного пропитывания кусочки заливают расплавленным парафином, объект охлаждают в воде. Срезы изготавливают с помощью микротома, наклеивают на предметные стекла, которые затем помещают в термостат на 24 часа. 
4 этап – окрашивание препаратов гематоксилином и эозином.
1. Для депарафинирования срезы последовательно проводят через ксилол (3 смены по 4 минуты), спирты 96% (3 смены по 2 минуты). 

2. Предметное стекло со срезами погружают в гематоксилин на 20 минут.

3. Предметное стекло со срезами последовательно отмывают в трех флаконах дистиллированной воды (по 0,5, 1 и 2 минуты соответственно), 
4. Предметное стекло со срезами погружают в емкость с соляной кислотой на 8 секунд, после этого последовательно отмывают в трех флаконах проточной воды по 30 секунд в каждом.
5. Предметное стекло со срезами погружают в емкость с эозином (спиртовой раствор – на 1 мин, водный раствор – на 20 минут).
6. Предметное стекло со срезами последовательно отмывают в трех флаконах 96%-ного спиртового раствора в течение 30, 10 и 5 секунд соответственно.
7. Для просветления предметное стекло со срезами погружают в емкость с карбол-ксилолом на 3 минуты, затем ксилолом на 3 минуты.
8. На предметное стекло в зоне нахождения срезов наносят 1-2 капли полистерола и накрывают покровным стеклом.

4 этап – оценка результатов с определением степени выраженности воспалительных изменений 
С помощью световой микроскопии при увеличении х50, х100, х200, х400 оценивают изменения в ткани поджелудочной железы. Для этого учитывают наличие инфильтрации лимфоцитам по всей площади кусочка. Основываясь на выраженности воспалительных изменений, выделены 4 степени: 

1.  (0/-) – отсутствие воспалительной инфильтрации;

2.  (1+) – слабая воспалительная инфильтрация (единичные разбросанные лимфоциты, единичные (количество 1-2) мелкие очаги лимфоцитарной инфильтрации).
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Рис 1. Слабая воспалительная инфильтрация (1+).

Единичные разбросанные лимфоциты. 
Окраска гематоксилином и эозином (А -×100, Б - ×200).
3.  (2+) – умеренная воспалительная инфильтрация (наличие мелких (количество 3-10) и средних очагов (количество<5) лимфоцитарной инфильтрации, единичные разбросанные лимфоциты. 

[image: image2]Рис 2. Умеренная воспалительная инфильтрация (2+).
Единичные разбросанные лимфоциты, мелкие и средние очаги лимфоцитарной инфильтрации. 
Окраска гематоксилином и эозином (А -×100, Б - ×200)
4. (3+) – выраженная воспалительная инфильтрация (наличие мелких (количество>10), средних (количество≥5) и крупных очагов лимфоцитарной инфильтрации с образованием лимфоидных фолликулов, а также участки с диффузной лимфоцитарной инфильтрацией). 

[image: image3]
Рис 3. Выраженная воспалительная инфильтрация (3+). Наличие средних и крупных очагов лимфоцитарной инфильтрации, с образованием лимфоидных фолликулов, участки с диффузной инфильтрацией лимфоцитами.
Окраска гематоксилином и эозином (А -×100, Б - ×200)

ВОЗМОЖНЫЕ ОШИБКИ И ПУТИ ИХ УСТРАНЕНИЯ

Завышение или занижение оценки степени выраженности воспалительных изменений в поджелудочной железе при хроническом панкреатите может быть связано с оценкой отдельного поля зрения. Для предотвращения этой ошибки необходимо исследовать все поля зрения. Кроме того, при оценке выраженности воспаления необходимо учитывать лимфоцитарную инфильтрацию, в то время как нейтрофильная инфильтрация свидетельствует об активности процесса.  
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