К вопросу о рекомендациях по  приготовлению цитологических препаратов в Методических материалах по цитологическому скринингу рака шейки матки, подготовленных  рабочей группой Ассоциации клинических цитологов России.

Безруков А.В., ООО ЭМКО
Методические рекомендации по цитологическому скринингу рака шейки матки, подготовленные в 2013г. рабочей группой Ассоциации клинических цитологов России (АКЦР) [1], при сравнении с документами ВОЗ [2] и Американского Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [3] - 

довольно краткий документ и некоторые вопросы освещает не корректно.  

В частности это касается подготовки цитологических препаратов – получению материала, нанесению клеток на стекло, фиксации и окраски. Возможно, методики окраски требуют отдельного документа, кроме того, эта часть работы, как правило, выполняется в цитологической лаборатории и цитологи могут повлиять на качество окраски. А вот недостаточно чёткие рекомендации по операциям, выполняемым вне лаборатории, могут привести к получению материала, который не пригоден для цитологического исследования. 
В материалах АКЦР рекомендации сводятся по существу к трём предложениям и трём фотографиям, одна из которых даёт не правильный способ фиксации:
«Материал забирают цитощеткой (Cervеx Brush или другой щеткой такого же типа) из цервикального канала, зоны трансформации и поверхности шейки матки или раздельно инструментами для получения материала из эктоцервикса и эндоцервикса. В цервикальном канале необходимо производить 4-5 вращательных движений цитощеткой. Если цитологическое исследование проводится традиционным методом, то материал наносят на маркированное стекло (рис.1) и приготовленный мазок  высушивают на воздухе, или сразу фиксируют, погружая в контейнер с 95º этиловым спиртом или специальным спреем (если предполагается окрашивание по Папаниколау (рис.2), помещают в контейнер и отправляют в лабораторию (рис.3).» 

	


Рис.1. Нанесение материала на стекло
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	Рис.2. Фиксация                       
	Рис.3. Помещение в контейнер перед  отправлением в лабораторию


Проведём сравнение с рекомендациями из других источников:

Получение материала
Рекомендации АКЦР могут привести к ошибкам: 4-5 вращательных движений делаются только комбинированным инструментом в [3]  этот тип инструмента называется метёлкой. При использовании шпателя, делают поворот на 360º. При использовании щётки – поворот на 90º  (см. Фиг.4).
	Spatula (Шпатель)
	Brush (Щётка)
	“Broom.” («Метёлка»)
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(так как щетинки расположены поперёк канала)
	5 оборотов (только в одну сторону, по часовой стрелке)


Figure 4. Sampling of the Cervix With Three Different Instruments: Spatula, Brush, and “Broom.” [3]  
(Фиг. 4 Забор проб с шейки матки с помощью трёх разных инструментов: Шпателя, Щётки и «Метёлки».)
Общее требование (при последующей окраске по Папаниколау – немедленное нанесение полученного материала на стекло и немедленная фиксация, что упущено в рекомендациях АКЦР). 
Нанесение материала на стекло.

От нанесения клеток на стекло очень сильно зависит качество препарата. Персонал, который забирает биоматериал, зачастую старается нанести на стекло побольше клеток, в несколько слоёв, в результате чего получаются препараты, с которыми невозможно работать.  Приёмы нанесения зависят от используемого типа инструмента (шпателя, щётки, и др.).

В рекомендациях АКЦР приведён только один рисунок для одного инструмента типа «метёлка», каким образом наносить мазок не описывается. Между тем, это в значительной мере определяет качество препарата. 
Наиболее удачно нанесение препарата описано в [3]:

[image: image4.emf]
To transfer material from the spatula, smear the sample with a single stroking motion using moderate pressure to thin out clumps of cellular and mucus material. Avoid excessive force or manipulation, which will damage cells. 

(Для переноса материала со шпателя, наносить его одним поглаживающим движением с умеренным давлением для обеспечения тонкого слоя клеток и слизи.  Избегайте излишнего нажима, который может повредить клетки.)
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To transfer material from the brush, roll the bristles across the slide by rotating the brush handle. 

(Для переноса материала со щётки, прокатывайте её по слайду, вращая ручку щётки.)
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To transfer material from the broom, smear the sample with a painting action, using both sides of the broom.

(Для переноса материала с метёлки, наносите препарат аналогично движению кисти при рисовании, используя обе стороны метёлки.)

Фиксация.

Фиксация очень важна для получения качественного цитологического препарата. К сожалению, в документе АКЦР не приводится длительность фиксации и требование немедленной фиксации влажного препарата при последующей окраске по Папаниколау, что может привести к получению препаратов, негодных для исследования.
В книге  [4], знаменитого своими рецептами гематоксилина и других красок для ПАП-теста, Гэри Гилла,  этому вопросу посвящена целая глава.

В руководстве ВОЗ [2] даны следующие рекомендации:
5. Сразу фиксируйте все мазки. Для этого либо используйте аэрозольный

фиксатор (его наносят на стекло под прямым углом с расстояния 20 см) или

поместите стекло в 95% этиловый спирт по крайней мере на 5 минут.

Рисунок ПР 8.3. Фиксация стандартного препарата мазка с шейки матки.
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Если мазок фиксирован не сразу, клетки высыхают и деформируются, и может быть трудно оценить их состояние в лаборатории.
Добавим, в соответствии с [4], промедление в фиксации препарата для окраски по Папаниколау может привести и к изменению окрашивания препарата, увеличению эозинофилии.
В [3] приведён следующий рисунок (Figure 7):
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Figure 7. Fixation of the Spread Sample Using a Pump Spray. 
Фиг.7  Фиксация мазка с использованием помпового спрея.
Во всех источниках,[2,3,4] кроме [1] рекомендовано наносить спрей с расстояния ~ 20 сантиметров, на горизонтально расположенное стекло.

В рекомендациях АКЦР приведено фото с нанесением фиксатора с расстояния 25-30 миллиметров (для масштаба использовался размер стекла), на стекло, расположенное почти вертикально.  Так фиксировать препараты нельзя.
Окраска
Краткие рекомендации документа АКЦР [1] приведём целиком:
Правила окрашивания мазка.

Качественное окрашивание позволяет правильно идентифицировать клеточные элементы мазка и оценить их особенности при микроскопии. В адекватно окрашенном мазке структуры цитоплазмы, ядра, ядерного хроматина, ядрышек окрашены элективно.

Для окрашивания мазков используется различные методики в том числе и метод Папаниколау. При выполнении окраски важно точно соблюдать протоколы приготовления растворов и протокол окрашивания. Красители различных производителей при одинаковых условиях могут отличаться по интенсивности красящей способности. Поэтому оптимальную концентрацию (разведение) и время (экспозицию) окрашивания для каждого красителя необходимо проверить перед началом использования. При приготовлении растворов необходимо учитывать рН воды: она должна быть нейтральной (рН 6,8 - 7,2), что обеспечивается использованием буферных растворов.
В тексте не только не приведены конкретные прописи, не  рекомендованы даже оптимальные методики, которые проверены на практике и дают хорошие результаты при скрининге (упоминается только окраска по Папаниколау). Не понятно, каким образом и на каких тестовых образцах проверять  «оптимальную концентрацию (разведение) и время (экспозицию) окрашивания для каждого красителя … перед началом использования.» Использование буферного раствора, конечно, относится к окраске по Романовскому, но в тексте это не уточняется, что так же может привести к недоразумениям при использовании других способов окраски. 
Заключение

Анализ документа [1]  в части получения и обработки препаратов для исследования показывает, что использование его рекомендаций в ряде случаев может приводить к получению образцов, непригодных для исследования, что вызовет необходимость повторного забора материала. Вследствие этого может произойти удорожание и дискредитация скрининга среди населения. Эти положения документа необходимо переработать.

Для персонала, осуществляющего при скрининге получение материала для исследования и его первичную обработку – нанесение, фиксацию, маркировку и пр. целесообразно подготовить брошюру с методическими рекомендациями.  Для осуществления качественной окраски препаратов и дальнейшего препарирования так же целесообразна подготовка методических материалов.
Литература
1. ЦИТОЛОГИЧЕСКИЙ СКРИНИНГ РАКА ШЕЙКИ МАТКИ 

Воробьев С.Л., Иванова Т.М., Костючек И.Н., Новик  В.И., Славнова Е.Н, Трошин В.П.,  Шабалова И.П. 

http://www.ruscytology.ru/metodicheskie-rekomendacii-po-citologicheskomu-skriningu-raka-sheyki-matki
2. Комплексная борьба с раком шейки матки. Краткое практическое руководство (Всемирная организация здравоохранения)
http://www.who.int/reproductivehealth/publications/cancers/9241547006/ru/
3. GP15-A3  

Cervicovaginal Cytology Based on the Papanicolaou Technique; Approved Guideline—Third Edition

http://shopping.netsuite.com/s.nl/c.1253739/it.A/id.290/.f ( адрес для покупки)

Во всемирной сети легко можно найти предыдущую редакцию документа:

GP15-A2 Papanicolaou Technique; Approved Guideline—Second Edition
http://isoforlab.com/phocadownload/csli/GP15-A2.pdf
4.  Gary W. Gill, Cytopreparation. Principles & Practice

ISSN 1574-9053  Springer Science+Business Media New York 2013

http://www.springer.com/medicine/pathology/book/978-1-4614-4932-4
09.12.2013
PAGE  
6

[image: image9.png]


[image: image10.png]


