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Wymagania organizacyjne 
 
Struktura organizacyjna zakğadu patomorfologii 
Zakğad patomorfologii (ZP) skğada siň co najmniej z pracowni cytologii i pracowni histopatologii,  
w kt·rych jest moŨliwe wykonywanie, w miejscu, badaŒ Ŝr·doperacyjnych, badaŒ 
immunohistochemicznych i histochemicznych. W zakğadzie patomorfologii mogŃ funkcjonowaĺ 
dodatkowo: pracownia cytometrii przepğywowej, pracownia mikroskopii elektronowej i inne (zgodnie 
z prowadzonŃ dziağalnoŜciŃ).  
 
ZarzŃdzanie 
Zakğadem patomorfologii kieruje lekarz posiadajŃcy tytuğ specjalisty w dziedzinie 
patomorfologii lub posiadajŃcy specjalizacjň drugiego stopnia w dziedzinie patomorfologii. 
ZastňpcŃ kierownika zakğadu patomorfologii jest lekarz patomorfolog. 
Wskazane jest powoğanie kierownik·w pracowni, kt·rymi mogŃ byĺ lekarze lub inni pracownicy 
z wyŨszym wyksztağceniem majŃcym zastosowanie w ochronie zdrowia. WyjŃtek stanowi 
kierownik pracowni neuropatologii, kt·rŃ zgodnie z RozporzŃdzeniem Ministra Zdrowia kieruje 
lekarz posiadajŃcy tytuğ specjalisty w dziedzinie neuropatologii. 
 
Warunki lokalowe 
Pomieszczenia w zakğadzie patomorfologii powinny zapewniaĺ odpowiednie warunki 
bezpieczeŒstwa i higieny pracy, umoŨliwiajŃc wğaŜciwŃ jakoŜĺ wykonywanych usğug. Powinny byĺ 
dostosowane do zakresu czynnoŜci, kt·re sŃ w nich wykonywane. 
Pomieszczenia przeznaczone do przyjmowania, a przede wszystkim pobierania i przeprowadzania 
materiağu muszŃ posiadaĺ odpowiedniŃ wentylacjň, zapewniajŃcŃ stağŃ cyrkulacjň powietrza, bez 
przeciŃg·w, z regulacjŃ temperatury. MuszŃ byĺ zaopatrzone w energiň elektrycznŃ, bieŨŃcŃ wodň 
i kanalizacjň. Niezbňdne jest wydzielenie miejsc do przyjmowania, pobierania i przeprowadzania 
materiağu, dezynfekcji sprzňtu uŨywanego do wykrawania wycink·w odrňbnych od miejsc, kt·re 
sğuŨŃ do zachowania higieny i dezynfekcji rŃk. Pomieszczenia, w kt·rych odbywa siň przygotowanie 
materiağu do oceny mikroskopowej powinny zapewniaĺ wğaŜciwŃ przestrzeŒ, kt·ra zagwarantuje 
integralnoŜĺ pr·bek badanych materiağ·w, dokument·w, wyposaŨenia, odczynnik·w, materiağ·w 
pomocniczych, zapis·w, wynik·w i wszystkich pozostağych element·w, kt·re mogŃ wpğywaĺ na 
jakoŜĺ wynik·w badaŒ. 
 
Pomieszczenia przeznaczone do magazynowania i usuwania materiağ·w niebezpiecznych 
powinny byĺ odpowiednio przystosowane do zagroŨeŒ, jakie powodujŃ te materiağy, oraz 
zgodne z okreŜlonymi dla nich wymaganiami. 
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Personelowi naleŨy zapewniĺ dostňp do ğazienek, zaopatrzenia w wodň pitnŃ oraz do 
pomieszczeŒ sğuŨŃcych do przechowywania odzieŨy ochronnej i Ŝrodk·w ochrony 
indywidualnej. 
 
Stanowiska pracy lekarzy i cytomorfolog·w wykonujŃcych diagnostykň mikroskopowŃ 
powinny speğniaĺ normy ergonomii z uwagi na dğugi czas pracy oraz jej szczeg·lnie 
odpowiedzialny charakter i co za tym idzie, duŨe obciŃŨenie psychofizyczne lekarza 
patomorfologa. 
Powinny byĺ wyposaŨone w indywidualne biurka dla kaŨdego lekarza i cytomorfologa, 
zapewniajŃc dostatecznŃ przestrzeŒ do wygodnego rozmieszczenia mikroskopu oraz 
ekran·w, urzŃdzeŒ peryferyjnych ï klawiatur, manipulator·w ï i niezbňdnych w czasie pracy 
ksiŃŨek, przybor·w do sporzŃdzania notatek, dokument·w medycznych. 
Ze wzglňdu na dğugi czas pracy spňdzany w pozycji siedzŃcej, konieczne jest uŨywanie foteli 
umoŨliwiajŃcych regulacjň wysokoŜci i poğoŨenia, zapewniajŃc uŨytkownikowi przyjňcie 
wyprostowanej, wygodnej pozycji. Fotele powinny mieĺ stabilnŃ podstawň z moŨliwoŜciŃ 
przemieszczania oraz moŨliwoŜĺ regulacji wysokoŜci siedziska i oparcia, gğňbokoŜci siedziska, 
pochylenia fotela, wysokoŜci podparcia lňdŦwiowego, wysokoŜci podp·rek pod ğokcie, 
poğoŨenia zagğ·wka. 
Pomieszczenia pracy patomorfolog·w i cytomorfolog·w powinny zapewniaĺ ciche i zamkniňte 
Ŝrodowisko pracy (zalecane sŃ gabinety indywidualne lub dwuosobowe, w zaleŨnoŜci od 
wielkoŜci pomieszczenia). Powinny byĺ poğoŨone w bliskim sŃsiedztwie, by umoŨliwiĺ 
komunikacjň i konsultacjň zespoğowŃ wymagajŃcych tego przypadk·w. 
 
JeŨeli w ZP pobierane sŃ pr·bki od pacjent·w (np. biopsja cienkoigğowa), pomieszczenia 
przeznaczone do tych cel·w powinny mieĺ oddzielnŃ rejestracjň/poczekalniň i oddzielny 
obszar do pobierania pr·bek. NaleŨy mieĺ na uwadze zapewnienie prywatnoŜci, komfortu  
i potrzeb pacjenta (np. dostňpu dla os·b niepeğnosprawnych, toalety) oraz umoŨliwienie 
obecnoŜci osoby towarzyszŃcej (np. opiekuna lub tğumacza) podczas pobierania.  
ĂW pomieszczeniach do pobierania pr·bek powinny znajdowaĺ siň artykuğy pierwszej pomocy 
tak dla pacjent·w, jak i pracownik·wò. 
 
W ZP wyodrňbnia siň nastňpujŃce pomieszczenia: 
 
Á Pomieszczenia gğ·wne obejmujŃce: 

- pomieszczenia administracyjne, 

- pomieszczenia i pracownie do opracowania materiağu (w tym w szczeg·lnoŜci stanowisko 
przyjňĺ i rozdziağu materiağu do badaŒ), 

- stanowisko wykonania badania Ŝr·doperacyjnego, 

- stanowisko badania makroskopowego, 

- stanowiska przygotowania materiağu cytologicznego i tkankowego do badania 
mikroskopowego, 

- stanowiska przygotowania materiağu do badania mikroskopowego metodami 
immunohistochemicznymi i histochemicznymi, 

- pracownia cytometrii przepğywowej, 

- pracownia genetyki i biologii molekularnej, 

- inne stosownie do organizacji ZP i zakresu wykonywanych badaŒ. 
 
W tej czňŜci ZP liczba i rodzaj pomieszczeŒ uzaleŨniona jest od warunk·w organizacyjnych  
i zakresu prowadzonej dziağalnoŜci. CzňŜĺ czynnoŜci moŨe odbywaĺ siň ze wzglňd·w 
funkcjonalnych w jednym pomieszczeniu na r·Ũnych stanowiskach z zachowaniem warunk·w 
przedstawionych powyŨej. 
 
Á Pomieszczenia diagnostyki mikroskopowej. 
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Á Prosektorium obejmujŃce pomieszczenia, w kt·rych przechowywane sŃ ciağa os·b 
zmarğych, wykonywane autopsje (pracownia sekcyjna) i przygotowywane ciağa do wydania 
w celu poch·wku (np. rodzinom). 

 
Opis czňŜci prosektoryjnej: 
Á odrňbnym pomieszczeniem jest sekretariat przeznaczony do prowadzenia formalnoŜci 
zwiŃzanych z wydaniem zwğok rodzinom (stosowny sekretariat). 

Á konieczne jest wydzielenie trzech niekrzyŨujŃcych siň trakt·w: do transportu zwğok, dla 
rodzin os·b zmarğych i dla personelu medycznego. 

Á trakt dostňpu do sali sekcyjnej musi skğadaĺ siň z czňŜci czystej, strefy poŜredniej i czňŜci 
brudnej zapewniajŃc zachowanie warunk·w sanitarnych i epidemiologicznych. 

Á sala sekcyjna musi byĺ wyposaŨona w sprzňty, w tym w szczeg·lnoŜci w st·ğ/stoğy sekcyjne 
wykonane z materiağ·w umoŨliwiajŃcych utrzymanie w czystoŜci i dezynfekcjň, na stağe 
podğŃczone do ciepğej i zimnej wody oraz kanalizacji. OŜwietlenie og·lne powinno byĺ 
wspomagane lampami bezcieniowymi. Sala sekcyjna musi byĺ wyposaŨona w lampy 
bakteriob·jcze. Konieczne jest zastosowanie wentylacji mechanicznej najlepiej 
nawiewowo-wyciŃgowej, powiŃzanej ze stoğem sekcyjnym. 

Á w skğad wyposaŨenia prosektorium musi wchodziĺ chğodnia pozwalajŃca na 
przetrzymywanie zwğok w temperaturze 4oC. Sprzňty zastosowane w chğodni muszŃ byĺ 
wykonane z materiağ·w umoŨliwiajŃcych utrzymanie w czystoŜci i dezynfekcjň. Liczba 
stanowisk do przechowywania zwğok musi odpowiadaĺ stawianym zadaniom. Chğodnia 
musi byĺ wyposaŨona w wentylacjň mechanicznŃ. 

Á jeŨeli w prosektorium odbywajŃ siň takŨe sekcje sŃdowo-lekarskie konieczne jest 
zapewnienie stosownych pomieszczeŒ dla przedstawicieli organ·w wymiaru 
sprawiedliwoŜci. 

Á wskazane jest wydzielenie stosownego pomieszczenia, w kt·rym moŨliwe jest poŨegnanie 
zwğok zmarğego przez rodzinň i bliskich. 

Á do prosektorium musi prowadziĺ odpowiedni dojazd umoŨliwiajŃcy transport zwğok. 
 
Á Pomieszczenia specjalne, w skğad kt·rych wchodzŃ: 

- pomieszczenia magazynowe pod odpowiednim nadzorem zapewniajŃce 
bezpieczeŒstwo personelu i zachowanie wğaŜciwoŜci fizycznych i chemicznych 
przechowywanych odczynnik·w, trucizn, odpad·w i drobnego sprzňtu, 

- pomieszczenia archiwum bloczk·w parafinowych i preparat·w mikroskopowych oraz 
papierowej dokumentacji zakğadu patomorfologii wyposaŨone w odpowiedni do 
archiwizacji sprzňt, 

- magazyn tkanek pozostağych po wykonaniu bloczk·w parafinowych (wyposaŨony  
w szafy wentylowane w liczbie odpowiedniej do wielkoŜci ZP, pomieszczenie musi mieĺ 
zapewnionŃ wentylacjň mechanicznŃ gwarantujŃcŃ bezpieczeŒstwo pracy personelu), 

- pomieszczenia pomocnicze w zaleŨnoŜci od zakresu i charakteru wykonywanych badaŒ. 
 
Á Pomieszczenia socjalne zawierajŃce: 

- pokoje socjalne, 

- szatnie dla personelu, 

- pomieszczenia sanitarno-higieniczne. 
 
Á Pomieszczenia do obsğugi pacjent·w, o ile na terenie ZP pobierany jest r·wnieŨ 
materiağ do badaŒ bezpoŜrednio od pacjent·w: 

- poczekalnia z dostňpem do pomieszczeŒ sanitarno-higienicznych, 

- gabinet pobraŒ materiağu np. cytologicznego od pacjent·w. 
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Warunki sprzŉtowe 
 
Jednostka musi posiadaĺ wszystkie elementy wyposaŨenia niezbňdne do wykonywania badaŒ 
patomorfologicznych. Sprzňt musi speğniaĺ wymagania norm, musi podlegaĺ kontroli 
serwisowej oraz wymianie, jeŜli jest to konieczne do zapewniania jakoŜci badaŒ. 
 
Podczas instalacji i przed uŨyciem weryfikuje siň prawidğowoŜĺ dziağania oraz speğnienie 
niezbňdnych wymagaŒ. 
 
Sprzňt/urzŃdzenia do badaŒ patomorfologicznych muszŃ byĺ obsğugiwane przez przeszkolony 
i upowaŨniony personel. Aktualne instrukcje obsğugi dotyczŃce uŨywania, bezpieczeŒstwa  
i utrzymania wyposaŨenia, w tym wszystkie dostarczane przez wytw·rc·w wyposaŨenia 
instrukcje i wskaz·wki dotyczŃce uŨywania, powinny byĺ ğatwo dostňpne. Jednostka powinna 
mieĺ wypracowane procedury dotyczŃce bezpiecznego postňpowania z wyposaŨeniem, jego 
transportowania, magazynowania i uŨywania w celu zabezpieczenia go przed zanieczyszczeniem  
i uszkodzeniem. 
 
Dla kaŨdego elementu wyposaŨenia uŨywanego do wykonywania badaŒ naleŨy prowadziĺ 
zapisy w formie kart urzŃdzeŒ (tzw. paszport·w) dokumentujŃce sprawnoŜĺ i terminowe 
przeprowadzanie napraw i przeglŃd·w serwisowych. 
 
Zakğad Patomorfologii (ZP) musi byĺ wyposaŨony w sprzňt zapewniajŃcy ciŃgğoŜĺ 
wykonywanych procedur stosownie do technik, kt·rymi te procedury sŃ wykonywane. 
 
W szczeg·lnoŜci powinien posiadaĺ: 
Á Szafň/szafy (w zaleŨnoŜci od liczby nadsyğanych/wykonywanych badaŒ) wentylowane do 
przechowywania nadesğanych materiağ·w do badaŒ. 

Á Stanowisko/stanowiska do badaŒ makroskopowych i pobierania materiağu do dalszych 
badaŒ wykonywanych w ZP lub poza nim z wyciŃgiem mechanicznym zapewniajŃcym 
bezpieczeŒstwo zatrudnionego personelu. Stanowisko znakowania kasetek. 

Á Stanowisko do wykonywania badaŒ Ŝr·doperacyjnych z kriostatem lub mikrotomem 
mroŨeniowym. 

Á Magazyn tkanek wyposaŨony w szafy wentylowane lub oddzielne pomieszczenie  
z wentylacjŃ mechanicznŃ zapewniajŃcŃ bezpieczeŒstwo pracy zatrudnionemu 
personelowi. 

Á Magazyn kasetek i szkieğek wyposaŨony w system szaf/p·ğek zapewniajŃcy integralnoŜĺ 
przechowywanego materiağu oraz ğatwy do niego dostňp. 

Á Wir·wkň i cytowir·wkň. 
Á Procesor tkankowy (od II stopnia referencyjnoŜci, co najmniej 2 urzŃdzenia zapewniajŃce 
ciŃgğoŜĺ obr·bki materiağu tkankowego lub jedno urzŃdzenie z podpisanŃ umowŃ 
serwisowŃ zapewniajŃca zachowanie ciŃgğoŜci pracy) ï optymalnie pracujŃcy w obiegu 
hermetycznie zamkniňtym. 

Á Stacjň do zatapiania materiağu tkankowego w Ăparafinieò zapewniajŃcŃ stabilnŃ temperaturň 
uŨytego medium wraz z pğytŃ chğodzŃcŃ. 

Á Mikrotomy r·Ũnego typu w zaleŨnoŜci od rodzaju opracowywanego materiağu oraz 
planowanej gruboŜci i wielkoŜci skrawk·w. Wskazane jest uŨywanie urzŃdzenia/urzŃdzeŒ 
trwale znakujŃcych preparaty mikroskopowe zgodnie z uŨywanym systemem. Zaleca siň 
wykorzystanie jednego mikrotomu przypadajŃcego na 3000 wykonywanych badaŒ 
patomorfologicznych rocznie. 

Á UrzŃdzenie do automatycznego barwienia preparat·w mikroskopowych zapewniajŃce 
wysokŃ powtarzalnoŜĺ efekt·w barwienia. 

Á UrzŃdzenie do automatycznego zaklejania preparat·w mikroskopowych. JeŨeli proces 
zaklejania wykonywany jest rňcznie, musi siň odbywaĺ pod digestorium. 
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Á Wskazane jest uŨywanie automatycznego urzŃdzenia do wykonywania badaŒ 
histochemicznych zapewniajŃcego wysokŃ jakoŜĺ i powtarzalnoŜĺ badaŒ. W przypadku 
rňcznego wykonywania badaŒ histochemicznych naleŨy je wykonywaĺ pod digestorium. 

Á UrzŃdzenie/liniň technologicznŃ skğadajŃcŃ siň z kilku urzŃdzeŒ do wykonywania badaŒ 
immunohistochemicznych. Dopuszcza siň rňczne wykonywanie badaŒ immunohistochemicznych. 
W przypadku rňcznego wykonywania badaŒ immunohistochemicznych naleŨy je wykonywaĺ pod 
digestorium. 

Á Mikroskopy wysokiej jakoŜci wyposaŨone w co najmniej 4 powiňkszenia z szerokim polem 
widzenia. KaŨdy zatrudniony specjalista patomorfolog powinien dysponowaĺ 
indywidualnym stanowiskiem pracy wyposaŨonym w taki mikroskop. Wskazane jest 
wyposaŨenie w mikroskopy w liczbie stosownej do liczby zatrudnianych szkolŃcych siň 
lekarzy. 

Á Mikroskop konsultacyjny (optyczny lub z torem wizyjnym). 
Á System komputerowy i oprogramowanie (w optymalnych warunkach zintegrowany  

z systemami szpitalnymi i podmiot·w, dla kt·rych wykonywane sŃ badania) zapewniajŃcy 
moŨliwoŜĺ wprowadzania rozpoznaŒ patomorfologicznych. 

 

Kadry 
 
Kierownictwo jednostki powinno dokumentowaĺ kwalifikacje personelu na kaŨdym stanowisku, 
kwalifikacje powinny odzwierciedlaĺ wğaŜciwe wyksztağcenie, przeszkolenie, doŜwiadczenie  
i wykazane umiejňtnoŜci oraz odpowiadaĺ wykonywanym zadaniom. Personel powinien mieĺ 
stosownŃ teoretycznŃ i praktycznŃ wiedzň oraz doŜwiadczenie i podlegaĺ ciŃgğemu procesowi 
ksztağcenia (stosownie udokumentowanemu). 
 
Do wykonywania diagnostyki patomorfologicznej upowaŨnieni sŃ lekarze posiadajŃcy tytuğ 
specjalisty w dziedzinie patomorfologii lub posiadajŃcy specjalizacjň drugiego stopnia  
w dziedzinie patomorfologii. W zakğadzie patomorfologii bez wzglňdu na stopieŒ 
referencyjnoŜci musi byĺ zatrudnionych nie mniej niŨ 2 lekarzy specjalist·w w peğnym 
wymiarze czasu pracy (lub w r·wnowaŨnym, w innej formie zatrudnienia). 
 
W ograniczonym stopniu do wykonywania czynnoŜci diagnostyki patomorfologicznej 
upowaŨniony jest lekarz posiadajŃcy specjalizacjň pierwszego stopnia w dziedzinie 
patomorfologii, lekarz odbywajŃcy szkolenie specjalizacyjne w trybie rezydentury po 
ukoŒczonym module podstawowym lub w trakcie specjalizacji po ukoŒczonym trzecim roku 
szkolenia specjalizacyjnego w dziedzinie patomorfologii lub lekarz rezydent pod nadzorem 
lekarza specjalisty w dziedzinie patomorfologii. 
 
Do wykonywania diagnostyki oceny mikroskopowej upowaŨniony jest diagnosta laboratoryjny 
posiadajŃcy specjalizacjň w dziedzinie cytomorfologii medycznej lub diagnosta laboratoryjny 
posiadajŃcy udokumentowane, co najmniej trzyletnie, doŜwiadczenie w ocenie preparat·w 
cytologicznych, kt·ry wykonağ w tym okresie co najmniej 15 000 ocen badaŒ tych preparat·w. 
 
Ponadto osobami upowaŨnionymi do wykonywania wybranych czynnoŜci diagnostyki 
patomorfologicznej sŃ: diagnosta laboratoryjny, magister analityki medycznej, technik analityki 
medycznej lub osoba z wyŨszym wyksztağceniem posiadajŃca odpowiednie kwalifikacje  
i przeszkolenie stanowiskowe w zakresie czynnoŜci opracowywania materiağu.  
 
W zakğadzie patomorfologii corocznie analizuje siň liczbň wykonanych badaŒ patomorfologicznych, 
co stanowi podstawň do okreŜlenia niezbňdnej liczby specjalist·w patomorfolog·w i pozostağego 
personelu medycznego w nastňpnym roku. 
 
W zakğadzie patomorfologii zatrudnia siň nie mniej niŨ 1 osobň personelu medycznego (nie 
lekarskiego): 
Á na kaŨde rozpoczňte 2 tys. badaŒ w jednostkach stopnia podstawowego, 
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Á na kaŨde rozpoczňte 1,5 tys. badaŒ w jednostkach specjalistycznych. 
 
W zakğadzie patomorfologii zatrudnia siň nie mniej niŨ 1 sekretarkň medycznŃ na kaŨde 
rozpoczňte 6-10 tys. badaŒ (szeroki przedziağ uzaleŨniony jest zakresem i rodzajem 
wykonywanych badaŒ oraz innymi obowiŃzkami w zaleŨnoŜci od organizacji zakğadu 
patomorfologii). 
 
Na kierowniku zakğadu patomorfologii spoczywa obowiŃzek ustalenia odpowiedniej liczby 
pracownik·w gwarantujŃcych wykonywanie badaŒ patomorfologicznych z zachowaniem 
obowiŃzujŃcych procedur. 
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Warunki ŝrodowiska informatycznego w jednostce diagnostyki patomorfologicznej 
(ang. LIS) 
 
System LIS pozwala na integracjň i kontrolň wszystkich etap·w i proces·w technologicznych 
w zakğadzie patomorfologii. Powinien umoŨliwiaĺ przeprowadzenie analiz pracy w jednostce. 
 
Technologie ochrony danych pacjent·w 
System informatyczny musi dziağaĺ z zachowaniem standard·w ochrony danych osobowych 
zgodnej z RODO. System powinien posiadaĺ odpowiedni poziom zabezpieczeŒ przed 
nieuprawnionym pozyskaniem danych na kaŨdym etapie ich przetwarzania oraz ochronň 
przed ich przypadkowŃ utratŃ lub dziağaniem os·b trzecich (np. atakami na infrastrukturň IT). 
 
Wskazane elementy funkcjonowania systemu: 
Á ciŃgğa analiza poprawnoŜci wprowadzania danych (dokumentacja elektroniczna, 

przetwarzanie dokumentacji), 
Á moŨliwoŜĺ kontroli bezpieczeŒstwa haseğ (np. cykliczna zmiana, wymuszenie poziomu 
zğoŨonoŜci hasğa), 

Á moŨliwoŜĺ przypisywania odmiennych uprawnieŒ poszczeg·lnym uŨytkownikom, 
Á wprowadzenie odpowiedniego szyfrowania danych i bezpieczne ich przesyğanie miňdzy 

bazŃ danych (serwerem), a stanowiskiem roboczym uŨytkownika, 
Á moŨliwoŜĺ automatycznego wylogowania/odğŃczenia uŨytkownika po okreŜlonym czasie 
braku aktywnoŜci, 

Á moŨliwoŜĺ automatycznego wykonywania skutecznych kopii zapasowych bez przerywania 
pracy systemu, 

Á zabezpieczenie ciŃgğoŜci pracy systemu (np. w przypadku utraty zasilania), 
Á automatyczny system powiadamiania o zakğ·ceniach/awarii pracy systemu lub 
nadzorowanych urzŃdzeniach (np. procesorze), 

Á zautomatyzowane nadawanie unikatowego kodu (alfanumerycznego i/lub graficznego) 
elementowi (skierowaniu, oznakowaniu nadesğanego materiağu, kasetce, preparatom itd.) 
objňtemu kontrolŃ systemu, 

Á moŨliwoŜĺ generowania standaryzowanych rozpoznaŒ patomorfologicznych do danego 
rodzaju badania (np. rozpoznania zintegrowanego) zgodnych ze standardami oraz ich 
modyfikacji o dodatkowe elementy w przypadku wprowadzenia nowych zaleceŒ, 

Á moŨliwoŜĺ prowadzenia kontroli archiwum oraz wykorzystania materiağ·w archiwalnych dla 
cel·w konsultacyjnych (z moŨliwoŜciŃ doğŃczenia rozpoznania konsultacyjnego do 
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pierwotnej dokumentacji), kontroli daty zwrotu do archiwum (i kompletnoŜci zwr·conych 
materiağ·w), 

Á zapewnienie cağodobowej moŨliwoŜci obsğugi technicznej systemu (np. przez kontrolowany 
dostňp online). 

 
Identyfikacja i Ŝledzenie badania patomorfologicznego na kaŨdym etapie 
Kolejne etapy badania patomorfologicznego powinny byĺ kontrolowane na bieŨŃco. Do tego 
celu moŨna wykorzystaĺ system rozpoznawania unikatowego kodu w trakcie czynnoŜci 
wykonywanych na danym stanowisku, tj. odnotowania (data i godzina) w systemie kaŨdej 
czynnoŜci takiej jak: rejestracja badania, pobieranie wycink·w, obr·bka w procesorze 
tkankowym, zatapianie, krojenie, ekspertyza patomorfologiczna, autoryzacja rozpoznania, 
archiwizacja, ponowna ocena badania archiwalnego, itd. System powinien zapewniaĺ kontrolň 
proces·w poprzez moŨliwoŜĺ ustalenia alert·w w przypadku przekroczenia interwağ·w 
czasowych pomiňdzy kolejnymi etapami badania patomorfologicznego. 
Zalecane jest, aby w systemie byğa moŨliwoŜĺ wprowadzenia ograniczeŒ, np. Ăwymuszeniaò 
pracy z wyğŃcznie jednym badaniem w danym momencie na danym stanowisku w celu 
wykluczenia lub zminimalizowania bğňdu pomyğki materiağu (badania patomorfologicznego). 
 
Rejestrowanie dostňpu do danych 
W celu zapewnienia naleŨytej kontroli nad przechowywanymi danymi system powinien 
automatycznie rejestrowaĺ kaŨdy dostňp do danych w systemie informatycznym oraz 
umoŨliwiaĺ identyfikacjň osoby, daty dostňpu oraz zakresu przeglŃdanych danych, a takŨe 
rejestrowaĺ datň(-y) wydruku danych (np. rozpoznania patomorfologicznego). System 
informatyczny powinien mieĺ moŨliwoŜĺ sporzŃdzenia raportu dostňpu do danych konkretnego 
pacjenta na potrzeby audytu RODO. 
 
MoŨliwoŜĺ integracji ze szpitalnym systemem informacyjnym (HIS) 
System powinien posiadaĺ cechň interoperacyjnoŜci z moŨliwoŜciŃ podglŃdu wynik·w innych 
badaŒ i historii choroby pacjenta w systemie zewnňtrznym (HIS) oraz automatycznego 
udostňpniania wyniku patomorfologicznego w momencie autoryzacji przez patomorfologa. 
 
Zalecane dodatkowe moŨliwoŜci systemu 
Á Wykonanie zestawieŒ np. liczby wykonanych procedur, liczby wykonanych badaŒ, 
odpowiadajŃcych faktycznie wykonanym czynnoŜciom. System powinien umoŨliwiaĺ 
iloŜciowŃ analizň obciŃŨenia poszczeg·lnych os·b zaangaŨowanych w proces techniczny 
i diagnostyczny. System powinien zapewniaĺ moŨliwoŜĺ okreŜlenia koszt·w kaŨdego 
badania patomorfologicznego. 

Á Integracja z systemami skanowania (digitalizacji) preparat·w. 
Á Integracja z systemami telepatologii. 
Á Obsğuga zdjňĺ lub film·w w razie potrzeby utrwalenia obrazu makroskopowegoi/lub 

mikroskopowego. 
Á Wykorzystanie bazy danych systemu do cel·w statystycznych oraz opracowaŒ naukowych. 
Á Integracja z oprogramowaniem urzŃdzeŒ na poszczeg·lnych stanowiskach (np. procesor·w 
tkankowych, aparat·w do barwieŒ immunohistochemicznych i/lub histochemicznych). 

Á Wsparcie kontroli jakoŜci poprzez automatycznŃ rejestracjň zdefiniowanych zdarzeŒ 
niepoŨŃdanych zwiŃzanych z kolejnymi etapami badania patomorfologicznego. 
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Wykorzystanie zdigitalizowanych preparat·w w rutynowej praktyce moŨe: 
Á stanowiĺ wsparcie obecnie dziağajŃcych zawodowo patomorfolog·w, 
Á zapewniĺ szybkŃ konsultacjň preparat·w Ŝr·doperacyjnych, 
Á pozwoliĺ na rutynowŃ konsultacjň drugiego patologa w pierwotnych rozpoznaniach 
nowotwor·w, 

Á ograniczyĺ wysyğanie swoistej dokumentacji medycznej, jakŃ stanowiŃ preparaty 
mikroskopowe i kostki parafinowe, w celach konsultacyjnych. 

 
JednoczeŜnie mikroskopia cyfrowa niesie ze sobŃ potencjağ standaryzacyjny w obszarze m.in. 
technik specjalnych wykorzystywanych standardowo w patomorfologii. Systemy analizy 
obrazu mogŃ wspom·c pracň patomorfologa poprzez obiektywnŃ ocenň np. marker·w 
predykcyjnych (ER, PR, HER-2, PD-L1, Ki-67 [MIB1]). 
 
Systemy digitalizacji preparat·w 
Obecnie na rynku istniejŃ dwa r·Ũne systemy opisujŃce mikroskopiň cyfrowŃ: telepatologia 
czyli manualny, zaleŨny od operatora system wykorzystujŃcy mikroskop robotyczny do 
przesyğania na Ũywo obrazu mikroskopowego oraz zeskanowany preparat (WSI ï whole slide 
image) ï automatyczny lub p·ğautomatyczny, czňsto nieangaŨujŃcy operatora system 
tworzŃcy obraz mikroskopowy w ukğadzie 2D. 
 
KaŨdy z dostňpnych obecnie na rynku system·w posiada zalety oraz wady i czňsto 
wykorzystywany jest do r·Ũnych cel·w (tabela 1). 
 

 Telepatologia Preparat zeskanowany (WSI) 

Badania histopatologiczne zdecydowanie tak tak 

Badania cytologiczne zdecydowanie tak warunkowo 

Badania Ŝr·doperacyjne zdecydowanie tak warunkowo 

Konsultacja preparatu tak zdecydowanie tak 

Analiza obrazu nie zdecydowanie tak 

Archiwizacja preparatu nie zdecydowanie tak 

 
Preparaty zeskanowane (WSI) stanowiŃ obecnie gğ·wny model cyfryzacji preparat·w 
mikroskopowych. WiňkszoŜĺ system·w opiera siň na zamkniňtych, zaawansowanych 
technologicznie urzŃdzeniach wyposaŨonych w jeden (40x) lub dwa (20x i 40x) obiektywy 
mikroskopowe, robotyczny stolik, podajnik preparat·w (od 1 do nawet 400 sztuk), kamery do 
tzw. preskanu, wğaŜciwŃ kamerň roboczŃ oraz oprogramowanie zarzŃdzajŃce. Preparat 
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mikroskopowy w spos·b automatyczny pobierany jest z wğaŜciwego podajnika i umieszczany 
na robotycznym stoliku pod obiektywem, gdzie oprogramowanie z pomocŃ kamery m.in. 
wstňpnie tworzy mapň preparatu, zbiera z niego punkty ostroŜci oraz balans bieli. Nastňpnie 
dochodzi do etapu wğaŜciwej digitalizacji, czyli tworzenia serii zdjňĺ kaŨdego z p·l. Ostatecznie 
tworzony jest plik, w kt·rym umieszczona jest x-krotnoŜĺ zdjňĺ preparatu wraz z danymi 
wykorzystywanymi przez oprogramowanie do zarzŃdzania takim obrazem. Nastňpnie plik 
zapisywany jest lokalnie na komputerze lub na serwerze bazodanowym. Patomorfolog, 
najczňŜciej z poziomu przeglŃdarki, ma moŨliwoŜĺ przeglŃdania i przybliŨania zdigitalizowanego 
preparatu. Zaletami takiego systemu sŃ moŨliwoŜci jednoczasowej konsultacji przez kilku 
patomorfolog·w, ciŃgğy dostňp i archiwizacja oraz wspomaganie pracy poprzez czňsto rozbudowane 
systemy analizy obrazu. Wadami sŃ ograniczenia przestrzeni dyskowej (1 plik ï 1 preparat zajmuje 
Ŝrednio 1GB) oraz moŨliwoŜci regulacji tzw. gğňbi ostroŜci, jakŃ zapewnia standardowy mikroskop. 
WiňkszoŜĺ dostňpnych na rynku system·w WSI daje moŨliwoŜĺ digitalizacji w osi Z jako 
substytut uŨycia Ŝruby mikro, ale kaŨdy zeskanowany poziom tworzy krotnoŜĺ wielkoŜci pliku. 
 
Format zapisu danych 
Preparaty cyfrowe powinny byĺ zapisywane w formacie umoŨliwiajŃcym ich bezproblemowy 
odczyt. Preferowane sŃ otwarte formaty plik·w (jak np. TIFF) oraz otwarte algorytmy 
kompresji. 
 
Kompresja bezstratna, mimo iŨ zapewnia najlepszŃ zgodnoŜĺ zapisanych danych 
z oryginağem, nie jest tak efektywna jak algorytmy stratne. Dopuszcza siň zatem stosowanie 
kompresji stratnej pod warunkiem, Ũe jakoŜĺ uzyskanego z jej uŨyciem obrazu nie wpğynie na 
moŨliwoŜĺ postawienia wiarygodnej diagnozy. Ta wğaŜciwoŜĺ jest jednym z przedmiot·w 
oceny walidacyjnej systemu WSI. 
 
Wym·g czasu przechowywania preparat·w okreŜlony jest w RozporzŃdzeniu Ministra Zdrowia 
w sprawie standard·w organizacyjnych opieki zdrowotnej w dziedzinie patomorfologii. 
 
Analiza obrazu 
Wykorzystanie system·w cyfrowej analizy obrazu do oceny marker·w moŨe byĺ zrealizowane 
wedğug dw·ch schemat·w: 
1. Wykorzystanie systemu cyfrowej analizy obrazu do wspomagania patomorfologa ï w takiej 
sytuacji dane z systemu analitycznego sŃ przekazywane do wiadomoŜci patomorfologa, 
kt·ry konfrontuje je z wğasnŃ ocenŃ ekspresji markera i umieszcza w raporcie 
patomorfologicznym wartoŜĺ, kt·rŃ uznaje za zgodnŃ ze stanem rzeczywistym. Fakt 
wykorzystania systemu cyfrowej analizy obrazu zostaje kaŨdorazowo odnotowany na 
wyniku badania patomorfologicznego. W tej implementacji system cyfrowej analizy obrazu 
podlega zasadom walidacji okreŜlonym w dalszej czňŜci niniejszego dokumentu. 

2. Wykorzystanie systemu cyfrowej analizy obrazu do generowania element·w raport·w 
patomorfologicznych ï w takiej sytuacji dane z systemu analitycznego sŃ umieszczane  
w raporcie z odpowiedniŃ adnotacjŃ, zawierajŃcŃ dane systemu analitycznego, wersjň 
oprogramowania i czytelny zapis wynik·w analizy. ZgodnoŜĺ wynik·w cyfrowej analizy 
obrazu w tej implementacji takŨe podlega ocenie i zatwierdzeniu przez patomorfologa.  
W sytuacji rozbieŨnoŜci moŨe on podjŃĺ decyzjň o powt·rzeniu badania bŃdŦ samodzielnie 
przeprowadziĺ ocenň markera. Przebieg czynnoŜci musi byĺ kaŨdorazowo odnotowany  
w wyniku badania patomorfologicznego. W tej implementacji system cyfrowej analizy 
obrazu powinien posiadaĺ certyfikat CE-IVD. Taki system podlega takŨe zasadom walidacji 
okreŜlonym w dalszej czňŜci niniejszego dokumentu. 

 
Stanowisko pracy 
Stanowiska oceny preparat·w cyfrowych powinny speğniaĺ wysokie normy ergonomii z uwagi 
na dğugi czas pracy oraz jej szczeg·lnie odpowiedzialny charakter, a co za tym idzie ï duŨe 
obciŃŨenie psychofizyczne lekarza patomorfologa. 
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Biurka robocze powinny mieĺ moŨliwoŜĺ regulacji wysokoŜci i poğoŨenia w taki spos·b, by 
umoŨliwiĺ zajňcie wyprostowanej wygodnej pozycji uŨytkownikowi. Powinny takŨe zapewniaĺ 
dostatecznŃ przestrzeŒ do wygodnego rozmieszczenia ekran·w, urzŃdzeŒ peryferyjnych ï 
klawiatury, manipulatory ï i niezbňdnych w czasie pracy ksiŃŨek, przybor·w do sporzŃdzania 
notatek, dokument·w medycznych. 
Fotele powinny mieĺ stabilnŃ podstawň z moŨliwoŜciŃ przemieszczania oraz moŨliwoŜĺ 
regulacji wysokoŜci siedziska i oparcia, gğňbokoŜci siedziska, pochylenia fotela, wysokoŜci 
podparcia lňdŦwiowego, wysokoŜci podp·rek pod ğokcie, poğoŨenia zagğ·wka. 
 
Stanowisko powinno zapewniaĺ stabilne podparcie dla st·p oraz dostatecznŃ iloŜĺ miejsca 
pod biurkiem roboczym, by moŨliwe byğo swobodne uğoŨenie i przemieszczanie n·g. 
 
Sterowanie oprogramowaniem sğuŨŃcym do oceny preparat·w cyfrowych oraz tworzenia 
raport·w patomorfologicznych powinno odbywaĺ siň za pomocŃ ergonomicznych i ğatwych  
w uŨyciu manipulator·w. W szczeg·lnoŜci przesuwanie pola widzenia i kontrola obrazu 
cyfrowego preparatu powinny byĺ realizowane z wykorzystaniem urzŃdzeŒ zapewniajŃcych 
maksymalnŃ wygodň pracy (np. manipulatory 3D, systemy symulujŃce mechanizm stolika 
mikroskopowego, trackballe, ekrany dotykowe). 
 
OŜwietlenie w pomieszczeniach powinno zapewniaĺ moŨliwoŜĺ ğatwej regulacji dostňpu 
Ŝwiatğa dziennego i natňŨenia Ŝwiatğa sztucznego oraz wentylacji i regulacji temperatury. 
 
Pomieszczenia pracy patomorfolog·w powinny zapewniaĺ ciche i zamkniňte Ŝrodowisko pracy 
(zalecane sŃ gabinety indywidualne). Powinny byĺ poğoŨone w bliskim sŃsiedztwie, by 
umoŨliwiĺ komunikacjň i konsultacjň zespoğowŃ wymagajŃcych przypadk·w. 
 
NiezaleŨnie od zastosowania w/w Ŝrodk·w wskazana jest 10 min przerwa co 30 min pracy. 
Wskazane jest wykonywanie ĺwiczeŒ oraz zmiana pozycji siedzŃcej na stojŃcŃ w celu 
unikniňcia nastňpstw dğugotrwağego przebywania w jednej pozycji. 
 
BezpieczeŒstwo danych 
Zdalna diagnostyka patomorfologiczna z wykorzystaniem system·w informatycznych jest 
moŨliwa w przypadku stosowania Ŝrodk·w techniczno-organizacyjnych sğuŨŃcych 
zapewnieniu bezpieczeŒstwa przetwarzania dokument·w elektronicznych, w tym co najmniej: 
zbieranie, utrwalanie, przeglŃdanie, wykorzystywanie, porzŃdkowanie, przechowywanie, 
modyfikowanie, rozpowszechnianie, niszczenie danych. Dotyczy to zar·wno postaci graficznej 
(preparaty wirtualne), jak i wersji tekstowej (zlecenie wykonania usğugi, ocena i opis obrazu)  
w spos·b zapewniajŃcy ich ochronň w czasie uzasadnionego przetwarzania aŨ do ich 
bezpowrotnego usuniňcia. 
 
System informatyczny musi byĺ zgodny z aktualnymi regulacjami krajowymi oraz europejskimi 
dotyczŃcymi ochrony danych osobowych/danych medycznych, a w szczeg·lnoŜci tych 
zwiŃzanych ze stanem zdrowia naleŨŃcych do grupy danych osobowych szczeg·lnie 
chronionych. FunkcjonalnoŜĺ rozwiŃzania musi na bieŨŃco analizowaĺ i operowaĺ w postaci 
tzw. tr·jkŃta bezpieczeŒstwa, gdzie podstawowym zadaniem zarzŃdzania ryzykiem jest 
zapewnienie ciŃgğoŜci dostňpu do kluczowych zasob·w przy jednoczesnym zachowaniu ich 
poufnoŜci i integralnoŜci (sp·jnoŜci). 
 
DziağalnoŜĺ polegajŃca na zewnňtrznym udostňpnianiu danych zwiŃzanych ze zdrowiem  
i udostňpnianiu ich uŨytkownikom powinna byĺ zgodna z ramami odniesienia bezpieczeŒstwa 
i zasadami ochrony danych osobowych/medycznych. Reguğa ta zakğada, Ũe aby zminimalizowaĺ 
ryzyko przy zwiňkszonej ekspozycji system·w informatycznych, naleŨy wdroŨyĺ dodatkowe 
mechanizmy bezpieczeŒstwa, jak wieloskğadnikowe logowania, wielowarstwowŃ ochronň 
systemu z wykorzystaniem rozbicia funkcyjnego aplikacji, by w razie ekspozycji i naruszenia 
bezpieczeŒstwa jednego z element·w, dostňp do pozostağych byğ minimalny. 
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Dostňp do wszystkich urzŃdzeŒ oraz danych zwiŃzanych ze stanem zdrowia powinien byĺ 
chroniony przez odpowiednie Ŝrodki bezpieczeŒstwa, biorŃce pod uwagň obecny stan rozwoju 
technologicznego, wraŨliwoŜĺ tych danych oraz oszacowanie potencjalnego ryzyka 
zwiŃzanego z ich przetwarzaniem. 
 
Zalecenia te naleŨy uwzglňdniĺ dla wszystkich element·w skğadowych rozwiŃzaŒ system·w 
telepatomorfologii, jak: serwery aplikacyjne, serwery bazodanowe, interfejsy komunikacyjne 
API, urzŃdzenia mobilne oraz urzŃdzenia stacjonarne, rozumianych jako samodzielne wňzğy 
umoŨliwiajŃce komunikacjň przy wykorzystaniu sieci publicznych oraz poğŃczeŒ typu VPN. 
 
Administrator systemu zobligowany jest do: 
Á monitorowania system·w informatycznych pod kŃtem zapewnienia dostňpnoŜci, 
integralnoŜci i poufnoŜci danych, 

Á aktualizacji system·w i aplikacji wykorzystanych system·w w najkr·tszym moŨliwym 
czasie, 

Á oddzielenia Ŝrodowiska produkcyjnego od rozwojowego w celu ciŃgğego doskonalenia 
produktu, 

Á minimalizacji ekspozycji danych wyŜwietlanych na urzŃdzeniach koŒcowych poprzez 
poprawne ich ulokowania, aby uniemoŨliwiĺ dostňp os·b nieautoryzowanych, 

Á monitorowania aktywnoŜci uŨytkownik·w i wykorzystanych interfejs·w wymiany danych, 
Á cyklicznej oceny ryzyka i dziağaŒ korygujŃcych, 
Á wdroŨenia wielowarstwowej ochrony i separacji uprawnieŒ. 
 
Niezbňdne jest zapewnienie ğŃczy oraz wyposaŨenia elektronicznego umoŨliwiajŃcego 
odpowiedniŃ szybkoŜĺ i jakoŜĺ transmisji danych (obrazu i dŦwiňku). 
 
SpecjaliŜci i administratorzy system·w, kt·rzy nie sŃ bezpoŜrednio zaangaŨowani w opiekň 
zdrowotnŃ danej osoby, ale dziňki przydzielonym zadaniom zapewniajŃ sprawne dziağanie 
system·w informatycznych, mogŃ mieĺ dostňp w zakresie niezbňdnym do wypeğniania swoich 
obowiŃzk·w i na zasadzie ad hoc do osobistych danych dotyczŃcych zdrowia. MuszŃ oni  
w peğni przestrzegaĺ tajemnicy zawodowej i przestrzegaĺ odpowiednich Ŝrodk·w ustanowionych 
przez prawo w celu zagwarantowania poufnoŜci i bezpieczeŒstwa danych. 
 
Zagwarantowanie integralnoŜci zakğada weryfikacjň dziağaŒ przeprowadzonych na danych, 
wszelkich dokonanych zmian lub usuniňcia danych, w tym komunikacji danych. Wymaga to 
r·wnieŨ ustanowienia Ŝrodk·w monitorowania dostňpu do bazy danych i samych danych, 
zapewniajŃc Ũe tylko upowaŨnione osoby mogŃ uzyskaĺ dostňp do danych. 
 
Certyfikacja i walidacja procesu digitalizacji preparat·w mikroskopowych (telepatologia 
oraz WSI) 
Systemy mikroskopii cyfrowej powinny posiadaĺ certyfikaty dopuszczenia do uŨytku 
medycznego CE-IVD, ale z uwagi na koszty takich system·w moŨliwe jest ich uŨytkowanie 
bez odpowiedniej certyfikacji, o ile wdroŨony bňdzie system walidacji wewnňtrznej. 
Badanie walidacyjne powinno odtworzyĺ rutynowŃ diagnostykň patomorfologicznŃ. 
 
Zalecenia: 
Á Badanie walidacyjne powinno obejmowaĺ kompletny system digitalizacji i jego ew. 
archiwum. Walidacja poszczeg·lnych element·w systemu nie jest konieczna. 

Á Proces walidacji powinien byĺ przeprowadzony z uwzglňdnieniem specyfiki pracy z danym 
rodzajem materiağu. 

Á Patomorfolog, posiadajŃcy wiedzň niezbňdnŃ do pracy z danym systemem, sprawdza 
zgodnoŜĺ odwzorowania preparat·w zdigitalizowanych z preparatami rzeczywistymi. 

Á Proces sprawdzania zbieŨnoŜci powinien obejmowaĺ co najmniej 100 preparat·w 
mikroskopowych zabarwionych w badaniu rutynowym (HE) i 20 preparat·w z uwzglňdnieniem 
barwieŒ dodatkowych (immunohistochemicznych i histochemicznych). 
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Á Walidacja odbywa siň poprzez por·wnanie rozpoznania postawionego na podstawie 
preparatu zdigitalizowanego z preparatem klasycznym (na szkieğku). 

Á Preparaty zdigitalizowane i preparaty klasyczne muszŃ byĺ oceniane w kolejnoŜci losowej 
z zapisanym w protokole numerem preparatu. 

Á Ocenň preparat·w klasycznych z uŨyciem mikroskopii Ŝwietlnej oraz ocenň preparat·w 
zdigitalizowanych powinien dzieliĺ okres co najmniej 2-tygodniowy, aby uniknŃĺ znieksztağcenia 
wynik·w wynikğego z sugestii, zapamiňtania obraz·w i chňci maksymalizacji wynik·w przez 
wykonujŃcego badania patomorfologa. 

Á Proces walidacyjny powinien byĺ powt·rzony w przypadkach modyfikacji systemu lub jego 
istotnej awarii. 

Á Proces walidacyjny powinien stanowiĺ takŨe element koŒczŃcy szkolenie patomorfologa 
pracujŃcego z systemami patomorfologii cyfrowej. W tym przypadku walidacja ma podw·jny 
charakter ï oceny jakoŜci szkolenia oraz jakoŜci funkcjonowania systemu mikroskopii 
cyfrowej, kt·rego najwaŨniejszym elementem jest lekarz patomorfolog. 

Á Wyniki walidacji zapisywane sŃ w postaci protokoğu i przedstawiane Komisji Licencyjnej 
PTP. 
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Zasady przygotowania pobranego materiağu 
Pobrany wycinek wymaga opracowania wedğug jednej z poniŨszych najczňŜciej zalecanych 
metod: 
 
Á METODA I ï wykorzystujŃca zjawisko Peltiera: 

- na zmroŨony, metalowy dysk bňdŃcy na wyposaŨeniu kriostatu nağoŨyĺ Ũel do zatapiania 
i zamraŨania. 

- w Ũelu umieŜciĺ pobrany wycinek. Materiağ moŨna dodatkowo przymroziĺ aerozolem 
zamraŨajŃcym. 

 
Á METODA II ï wykorzystujŃca ciekğy azot: 

- na szkieğko podstawowe nağoŨyĺ bardzo mağŃ iloŜĺ Ũelu do zatapiania i zamraŨania. 

- na Ũelu umieŜciĺ pobrany wycinek, dbajŃc o to, aby tkanka nie przylegağa bezpoŜrednio 
do szkieğka. 

- szkieğko podstawowe z materiağem tkankowym umieŜciĺ na kilka sekund w zlewce  
z izopentanem (2-metylobutan) zmroŨonym w ciekğym azocie do temperatury ok. -160oC. 

- zamroŨonŃ tkankň podwaŨyĺ skalpelem, zdjŃĺ ze szkieğka i umieŜciĺ na zmroŨonym 
metalowym dysku z kriostatu, na kt·rym umieszczono kilka kropel wody. 

 
Á METODA III ï inne: 

- np. chğodnica Stirlinga. 
 
Wszystkie wymienione metody przygotowania materiağu do mroŨenia sŃ dopuszczalne. 
Niezbňdne jest, aby kaŨda jednostka wykonujŃca badania Ŝr·doperacyjne dokonağa walidacji 
stosowanej metody. 
 

UWAGA! W przypadku wykorzystania ciekğego azotu naleŨy zachowaĺ Ŝrodki ostroŨnoŜci 
zalecane przy pracy z jego wykorzystaniem. 

 
Przeprowadzanie materiağu:  
Á Wycinek przygotowywany metodŃ I naleŨy zamroziĺ w kriostacie w temperaturze od -10oC 

do -30oC (najczňŜciej -15oC do -23oC) w zaleŨnoŜci od stopnia uwodnienia tkanki (tkanki 
twarde lub tkanka tğuszczowa ï w niŨszej temperaturze). 

Á Wycinek przygotowany MetodŃ II jest od razu gotowy do krojenia. 
Przygotowanie preparat·w mikroskopowych: 
Á Skrawki tkankowe mroŨone: 

11  

ZağŃcznik: zasady wykonywania badaŒ 
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- Z kaŨdego zamroŨonego wycinka skroiĺ w kriostacie odpowiedniŃ liczbň skrawk·w, 
nakğadajŃc 1 do 2 skrawk·w na kaŨde szkieğko podstawowe. 

 
Zaleca siň skrawaĺ: 
Á z wiňkszoŜci zmian (guzy, wňzğy chğonne) ï przynajmniej po 2 skrawki z peğnego przekroju 

zmiany, 
Á z marginesu chirurgicznego ï od pierwszego skrawka do peğnego przekroju materiağu, 
Á skrawki utrwaliĺ w alkoholu 96%, acetonie lub mieszance alkoholu i 10% zbuforowanej 

formaliny w stosunku 1:1, 
Á zabarwiĺ hematoksylinŃ i eozynŃ (HE). 
 
Rozmazy cytologiczne (preparaty odbitkowe, imprinty): 
Á Zabarwiĺ preparaty cytologiczne hematoksylinŃ i eozynŃ (HE). JeŨeli materiağ barwiony jest 
w barwiarce automatycznej procedurň naleŨy przeprowadziĺ zgodnie z instrukcjŃ 
producenta aparatu, stosujŃc zalecane przez niego odczynniki oraz specjalny program dla 
badania Ŝr·doperacyjnego. 

 
Po zabarwieniu preparat pokryĺ balsamem klejŃcym (medium) i szkieğkiem nakrywkowym 
lub taŜmŃ do zaklejania szkieğek. W przypadku stosowania zaklejarki automatycznej naleŨy 
postňpowaĺ zgodnie z zaleceniami producenta. 
 
Zasady dalszego postňpowania z materiağem Ŝr·doperacyjnym 
Á ZamroŨony materiağ tkankowy badany w trybie ĂdoraŦnymò naleŨy rozmroziĺ, utrwaliĺ w 10% 
zbuforowanej formalinie i przeprowadziĺ zgodnie z technikŃ histologicznŃ, wykonujŃc bloczki 
parafinowe i rutynowe preparaty mikroskopowe w taki spos·b, aby do badania rutynowego 
pobrany byğ ten sam fragment, kt·ry badany byğ w trybie Ŝr·doperacyjnym. 

Á Z pozostağego materiağu tkankowego przysğanego do badania Ŝr·doperacyjnego pobiera 
siň (jeŜli to moŨliwe) dodatkowe wycinki z obszar·w zmiany gğ·wnej oraz sŃsiadujŃcych  
z miejscem przebadanym w trybie Ŝr·doperacyjnym. 

Á Preparaty wykonane z takiego materiağu naleŨy poddaĺ ponownej ocenie mikroskopowej. 
Oceny tej moŨe dokonaĺ inny lekarz patomorfolog niŨ osoba badajŃca materiağ w trybie 
Ŝr·doperacyjnym, ale musi on mieĺ do wglŃdu oryginalne preparaty cytologiczne  
i histologiczne (mroŨone) wykonane w czasie badania Ŝr·doperacyjnego. 

Á Wynikiem badania mikroskopowego jest pisemny raport patomorfologiczny, w kt·rym 
powinien byĺ r·wnieŨ zawarty opis wykonanego wczeŜniej badania Ŝr·doperacyjnego. 
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Zalecane jest przestrzeganie zasad odpowiedniego utrwalania materiağu i stosowanie 
gotowych utrwalaczy ze znanŃ kartŃ charakterystyki i skğadem chemicznym. Pojemniki do 
przechowywania i transportu materiağu histologicznego sŃ wyrobem medycznym do diagnozy 
in vitro wg dyrektywy 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27 paŦdziernika 1998 
r. i rozporzŃdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 z dnia 5 kwietnia 2017 r. 
w sprawie wyrob·w medycznych do diagnostyki in vitro. 
Zasady utrwalania i transportu zostağy szczeg·ğowo opisane w rozdz. 9. 
 
Etapy opracowania materiağu tkankowego 
1. Przyjňcie materiağu 

1.1. Na stanowisku pracy naleŨy bezwzglňdnie utrzymywaĺ naleŨny porzŃdek, aby 
zapewniĺ bezpieczeŒstwo pracy i zminimalizowaĺ moŨliwoŜĺ pomyğki lub 
zniszczenia/uszkodzenia materiağu. Niezbňdne jest korzystanie ze Ŝrodk·w ochrony 
osobistej. 

1.2. NaleŨy sprawdziĺ zgodnoŜĺ danych umieszczonych na skierowaniu z danymi 
umieszczonymi na pojemnikach z nadesğanym materiağem.  

1.3. Informacje dotyczŃce prawidğowego wypeğnienia skierowania i utrwalania materiağu 
zawarte sŃ odpowiednio w rozdz. 8 i 9. 

2. Wykrawanie materiağu (pobieranie wycink·w) 
2.1. Mağe wycinki, np. materiağ uzyskany endoskopowo, naleŨy pobieraĺ w cağoŜci. 

Wskazane jest okreŜlenie liczby nadesğanych wycink·w, jeŜli zostağy umieszczone  
w jednym pojemniku. W niekt·rych przypadkach, np. szpik kostny, materiağ naleŨy 
zmierzyĺ zaraz po nadesğaniu, poniewaŨ utrwalacze czňsto powodujŃ obkurczenie 
materiağu.  

2.2. Materiağ operacyjny obejmujŃcy czňŜciowe resekcje i resekcje cağych narzŃd·w 
wymaga odpowiedniego przygotowania zgodnie z zaleceniami zawartymi w czňŜci 
szczeg·ğowej dotyczŃcej patologii narzŃd·w. CzynnoŜĺ jest wykonywana przez 
specjalistň patomorfologa, lekarza w trakcie specjalizacji w dziedzinie patomorfologii 
lub przez innŃ osobň odpowiednio przeszkolonŃ w tym celu (pod nadzorem lekarza 
patomorfologa).  

3. Utrwalenie 
3.1. Zasady utrwalania zostağy umieszczone w rozdz. 9. NaleŨy przestrzegaĺ czasu 

utrwalania, zwğaszcza w przypadku planowanych badaŒ molekularnych (6-72 godz. 
w zaleŨnoŜci od wielkoŜci utrwalanego materiağu; materiağ drobny oraz mağy nie moŨe 
byĺ utrwalany dğuŨej niŨ 48 godz.). 
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4. Pobranie 
4.1. PrzystňpujŃc do pobrania wycink·w, naleŨy postňpowaĺ wg wytycznych dla 

poszczeg·lnych narzŃd·w. 
4.2. Wycinki pobrane do dalszych prac nie powinny byĺ grubsze niŨ 4 mm. Zaleca siň 

pobieranie wycink·w o gruboŜci 3 mm. 
4.3. Pobrane wycinki naleŨy umieŜciĺ w jednorazowych plastikowych kasetkach 

histopatologicznych oznaczonych w jednoznaczny, trwağy spos·b umoŨliwiajŃcy 
identyfikacjň pacjenta i wykonywanego badania. 

4.4. ZawartoŜĺ kaŨdej kasetki musi byĺ odnotowana w opisie makroskopowym, kt·ry musi 
uwzglňdniaĺ rodzaj materiağu i liczbň wycink·w. W zaleŨnoŜci od wielkoŜci wycinka 
w kasetce naleŨy umieszczaĺ pojedynczy wycinek. W przypadku drobnych 
materiağ·w (Ŝr. pon. 1 cm) moŨliwe jest umieszczenie wiňcej niŨ 1 wycinka 
nadesğanego w tym samym pojemniku. Materiağ nie powinien przekraczaĺ 75% 
objňtoŜci kasetki, aby pozwoliĺ na odpowiedniŃ penetracjň odczynnik·w. Wszystkie 
skrawki umieszczone w jednej kasetce muszŃ mieĺ skrojonŃ cağŃ powierzchniň i byĺ 
umieszczone na szkieğku podstawowym. 

4.5. Wszelkie wŃtpliwoŜci dotyczŃce materiağu i zawartoŜci kasetek naleŨy odnotowaĺ  
w dokumentacji. Osoby uczestniczŃce w pobieraniu wycink·w do badania 
mikroskopowego (np. patomorfolog, technik, diagnosta laboratoryjny) powinny byĺ 
wymienione w dokumentacji. 

4.6. NaleŨy umieŜciĺ w dokumentacji datň i godzinň pobrania wycink·w. 
4.7. Dane zebrane w dokumentacji naleŨy r·wnieŨ wprowadziĺ do komputerowej bazy 

danych. 
5. Przeprowadzanie 

5.1. Kasetki zawierajŃce materiağ tkankowy naleŨy umieŜciĺ w procesorze tkankowym, 
kt·ry pozwala na przeprowadzenie materiağu do parafiny. W urzŃdzeniu kontroli 
podlega czas, temperatura i ciŜnienie na kaŨdym etapie procesu. Konieczne jest 
ustawienie czasu skoŒczenia procesu, aby materiağ tkankowy nie pozostawağ zbyt 
dğugo w gorŃcej parafinie. Przeprowadzanie rňczne nie jest zalecane z powodu braku 
powtarzalnoŜci, braku precyzji i ze wzglňd·w bezpieczeŒstwa (koniecznoŜĺ 
podgrzania odczynnik·w ğatwopalnych i wdychania substancji szkodliwych). 

5.2. Proces odwodnienia i parafinowania naleŨy dopasowaĺ do rodzaju materiağu 
znajdujŃcego siň w kasetkach. Materiağ zawierajŃcy gğ·wnie tkankň tğuszczowŃ lub 
materiağ twardy, np. macica, koŜci, wymaga specjalnie przedğuŨonego programu, 
natomiast drobny, np. bronchoskopowy, gastroskopowy, kr·tszego czasu ekspozycji 
na kaŨdy z odczynnik·w.  

5.3. Odczynniki standardowe, kt·rych uŨywa siň w rutynowych badaniach: 
Á utrwalacz ï formalina (NBF), 
Á odwadniacze ï alkohole ï etanol, izopropanol, 
Á przeŜwietlacze ï ksylen, toluen, 
Á parafina (typowa temperatura topnienia 56-60ÁC). 

 
WiňkszoŜĺ odczynnik·w uŨywanych w jednostkach patomorfologicznych og·lnych nie ma 
statusu wyrobu medycznego, ale niekt·re (np. parafina do histologii) sŃ przewidziane do 
uŨycia w procedurach w histopatologii i w zwiŃzku z tym sŃ wyrobami medycznymi. NaleŨy 
uŨywaĺ odczynnik·w, kt·re sŃ odpowiednie do badania in-vitro. 
 
Nie zaleca siň korzystania z acetonu jako odwadniacza, zwğaszcza w automatycznych 
procesorach, gdyŨ aceton moŨe powodowaĺ uszkodzenie plastikowych czňŜci urzŃdzenia. 
Aceton jest zbňdnym elementem w procedurze odwodnienia i moŨna go usunŃĺ cağkowicie. 
Wszystkie uŨywane odczynniki powinny zawieraĺ peğnŃ dokumentacjň (analiza, karta 
charakterystyki [inaczej MSDS], numer partii i data produkcji). 
 

5.3.1. Mağe wycinki (np. endoskopowe, bioptaty gruboigğowe, mağe wycinki sk·ry itp.) 
moŨna przeprowadzaĺ do parafiny w trybie przyspieszonym, kt·ry trwa okoğo 3 
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godzin. Przykğadowe programy do przeprowadzenia drobnego materiağu do 
parafiny sŃ przedstawione w tabeli 1 i 2. Przedstawione programy bazujŃ na 
izopropanolu, ale w wielu pracowniach nadal uŨywa siň etanolu. Wyb·r 
odczynnik·w, czas trwania programu naleŨy dostosowaĺ do posiadanego 
sprzňtu i do instrukcji obsğugi producenta. 

 
PoniŨej przedstawiono przykğadowe procedury: 
 
Przykğadowy Ăkr·tkiò program do przeprowadzenia drobnego materiağu o gruboŜci 0,3 cm  

(np. endoskopia, sk·ra, bioptat gruboigğowy).  
Przykğadowy Program do zastosowania w procesorze pr·Ũniowym 

Lp. Odczynnik Czas (gg:mm) 
Temperatura oC 
(jeŨeli ustawiona) 

CiŜnienie  
(P, V)* 

1. 
10% formalina buforowana 

(NBF) 
00:10  V 

2. propanol 95% 00:10  V 

3. propanol 95% 00:10  V 

4. propanol 95% 00:10  V 

5. propanol 100% 00:10  V 

6. propanol 100% 00:10  V 

7. propanol 100% 00:10  V 

8. ksylen cz. 00:15  V 

9. ksylen cz. 00:15  V 

10. parafina t.t. 58-60oC 00:20 60 V 

11. parafina t.t. 58-60oC 00:20 60 V 

12. parafina t.t. 58-60oC 00:20 60 V 
 

*V = Ăvacuumò (pr·Ũnia), t.t. = temperatura topnienia 

 
Przykğadowy Ăkr·tkiò program do przeprowadzenia drobnego materiağu o gruboŜci 0,3 cm  

(np. endoskopia, sk·ra, bioptat gruboigğowy).  
Przykğadowy Program do zastosowania w procesorze mikrofalowym 

Lp. Odczynnik 
Czas  

(gg:mm:ss) 
Temperatura oC 
(jeŨeli ustawiona) 

CiŜnienie  
(A, P, V, P/V)* 

1. 
10% formalina buforowana 

(NBF) 
a. 00:10:00 
b. 00:15:00 

50 
50 

A 

2. 70% propanol ï pğukanie 00:01:00  A 

3. 100% propanol ï pğukanie 00:02:00  A 

4. 100% propanol ï pğukanie 00:02:00  A 

5. propanol 100% cz.d.a 
a. 00:15:00 
b. 00:10:00 

65 
65 

A 

6. propanol 100% cz.d.a 
a. 00:15:00 
b. 00:45:00 

68 
68 

A 

7. odparowywanie** 00:01:30  V 

8. parafina t.t. 58-60oC 

a. 00:10:00 
b. 00:10:00 
c. 00:02:00 
d. 00:02:00 
e. 00:02:00 
f. 00:27:30 

70 
70 
70 
70 
70 
65 

V 500 mbar 
V 400 mbar 
V 300 mbar 
V 200 mbar 
V 150 mbar 
V 100 mbar 

 

*A = Ăambientò (ciŜnienie atmosferyczne [otoczenia]), V = Ăvacuumò (pr·Ũnia), cz.d.a. = czysty do analizy, t.t. = temperatura 
topnienia 
**Procesor mikrofalowy odparowuje resztki propanolu. Tu koniecznie trzeba korzystaĺ z propanolu, poniewaŨ etanol nie 
miesza siň z parafinŃ w nastňpnym etapie. 

 
5.3.2. DuŨe wycinki i plastry wykrojone z resekcji narzŃd·w wymagajŃ dğugiego czasu 

penetracji przez kaŨdy odczynnik. Procedura rutynowa przeprowadzenia 
materiağu do parafiny moŨe trwaĺ wiele godzin, tj. okoğo 12 i 18 godzin. Zaleca 
siň przeprowadzenie materiağu przez noc i ustawienie programu tak, aby 
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skoŒczyğ siň w momencie rozpoczňcia pracy zespoğu technicznego nastňpnego 
dnia. W ten spos·b materiağ moŨe oczekiwaĺ w maszynie, w NBF, aŨ do 
momentu, kiedy urzŃdzenie zostanie uruchomione. Przykğadowe programy do 
przeprowadzenia duŨego materiağu do parafiny sŃ przedstawione w tabeli 3  
i 4. 

5.3.3. Po zakoŒczeniu cyklu wiele procesor·w wymaga uruchomienia programu 
czyszczŃcego. Regularne stosowanie programu czyszczŃcego zapewnia 
wysokŃ jakoŜĺ badaŒ. 

 
Przykğadowy Ădğugiò program do przeprowadzenia duŨego materiağu o gruboŜci 0,3 cm.  

Program pasuje do procesora pr·Ũniowego 

Lp. Odczynnik 
Czas 

(gg:mm) 
Temperatura oC 
(jeŨeli ustawiona) 

CiŜnienie  
(P, V)* 

1. 10% formalina buforowana (NBF) 00:30 37 P/V 

2. woda ï pğukanie 00:05  A 

3. propanol 80% 00:30  P/V 

4. propanol 100% cz.d.a 00:40  P/V 

5. propanol 100% cz.d.a 01:10  P/V 

6. propanol 100% cz.d.a 01:10  P/V 

7. propanol 100% cz.d.a 01:10  P/V 

8. ksylen cz. 01:45  P/V 

9. ksylen cz. 01:45  P/V 

10. ksylen cz. 01:45  P/V 

11. parafina t.t. 58-60oC 01:50 60 P/V 

12. parafina t.t. 58-60oC 01:50 60 P/V 

13. parafina t.t. 58-60oC 02:00 60 P/V 
 

*A = Ăambientò (ciŜnienie atmosferyczne [otoczenia]), P/V = Ăpressure vacuum cycleò (cykle ciŜnienie/pr·Ũnia) ), cz.d.a. = 
czysty do analizy, t.t. = temperatura topnienia 

 
Przykğadowy Ădğugiò program do przeprowadzenia duŨego materiağu o gruboŜci 0,5 cm 
(zalecana jest gruboŜĺ do 0,3 cm). JeŨeli grubsze plastry sŃ konieczne, naleŨy przemyŜleĺ 

uŨycie wiňkszej kasetki. Przykğadowy program do procesora mikrofalowego 

Lp. Odczynnik 
Czas 

(gg:mm) 
Temperatura oC 
(jeŨeli ustawiona) 

CiŜnienie  
(P, V)* 

1 10% formalina buforowana (NBF) 
a. 00:15 
b. 00:55 

50 
50 

P/V 

2. 70% propanol ï pğukanie 00:05  A 

3. 100% propanol ï pğukanie 00:10  A 

4. 100% propanol ï pğukanie 00:10  A 

5. propanol 100% cz.d.a 
a. 00:15 
b. 01:45 

65 
65 

A 

6. propanol 100% cz.d.a 
a. 00:15 
b. 05:10 

65 
65 

A 

7. odparowywanie 00:01:30  V 

8. parafina t.t. 58-60oC 

a. 00:10 
b. 00:10 
c. 00:05 
d. 00:05 
e. 00:05 
f. 06:00 

60 
60 
60 
60 
60 
60 

V 500 mbar 
V 400 mbar 
V 300 mbar 
V 200 mbar 
V 150 mbar 
V 100 mbar 

 

*A = Ăambientò (ciŜnienie atmosferyczne), P = Ăpressureò (ciŜnienie), V = Ăvacuumò (pr·Ũnia), P.V = Ăpressure/vacuum 
cycleò (cykle ciŜnienie/pr·Ũnia), cz.d.a. = czysty do analizy, t.t. = temperatura topnienia 
**Procesor mikrofalowy odparowuje resztki propanolu. Tu koniecznie trzeba korzystaĺ z propanolu, poniewaŨ etanol nie 
miesza siň z parafinŃ w nastňpnym etapie. 
 

6. Zatapianie 
Zatapianie materiağu w parafinie umoŨliwia krojenie bardzo cienkich skrawk·w, kt·re sŃ 
umieszczane na szkieğku podstawowym lub w prob·wkach (np. Eppendorfa) do dalszego 
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badania. Wycinki umieszczone w kasetce nie powinny ulegaĺ przemieszczeniu i naleŨy je 
zatopiĺ w spos·b umoŨliwiajŃcy uzyskanie peğnej powierzchni w trakcie skrawania bloczka na 
mikrotomie. 
WaŨne jest, aby materiağ zostağ zatopiony w taki spos·b, aby uzyskaĺ odpowiedni przekr·j 
podczas krojenia. Pracownik zatapiajŃcy musi orientowaĺ materiağ, aby taki efekt uzyskaĺ, a 
potem sprawiĺ, aby materiağ byğ stabilny i nie przemieszczağ siň z ustawionej pozycji podczas 
stygniňcia parafiny. Spos·b uğoŨenia materiağu naleŨy uzgodniĺ ze specjalistŃ 
patomorfologiem, kt·ry odpowiada za procedurň w pracowni lub zakğadzie.  
Do zatapiania materiağu tkankowego naleŨy wykorzystywaĺ stacje do zatapiania, skğadajŃce 
siň z dw·ch lub trzech czňŜci: 
Á czňŜci gorŃcej, zawierajŃcej zbiornik do roztopionej parafiny, zaw·r z regulacjŃ, kt·ry 
wydaje parafinň na ŨŃdanie, i mağŃ pğytň chğodzŃcŃ, 

Á czňŜci zimnej, kt·rŃ jest pğyta chğodzŃca z duŨŃ powierzchniŃ dla bloczk·w podczas 
zastygania i opcjonalnie, 

Á czňŜci gorŃcej, gdzie moŨna przechowywaĺ kasetki z procesora i foremki do 
zatapiania. 

Zaleca siň korzystanie z pincety podgrzewanej elektrycznie, kt·ra redukuje problemy zwiŃzane 
z przenoszeniem przypadkowych fragment·w tkanek miňdzy kasetkami. 
 

UWAGA! Podczas zatapiania nigdy nie powinna byĺ otwarta w danym momencie wiňcej niŨ 
jedna kasetka (ze wzglňdu na ryzyko przemieszczenia materiağu z r·Ũnych przypadk·w). 

 
6.1. W trakcie pracy naleŨy pamiňtaĺ o czyszczeniu pincety. 
6.2. NaleŨy ostroŨnie otwieraĺ kasetkň zawierajŃcŃ materiağ, aby znajdujŃcy siň w niej 

materiağ nie wydostağ siň na zewnŃtrz. NaleŨy sprawdziĺ, czy materiağ nie przykleiğ siň 
do wewnňtrznej strony przykrywki. JeŨeli pracownia uŨywa przykrywek metalowych, 
naleŨy odstawiĺ przykrywkň w bezpieczne miejsce. Po pracy moŨna wszystkie 
przykrywki umieŜciĺ w procesorze tkankowym podczas uruchamiania cyklu 
czyszczŃcego. Plastikowe jednorazowe przykrywki naleŨy wyrzuciĺ. 

6.3. NaleŨy wybieraĺ foremki, kt·re rozmiarowo pasujŃ do materiağu tkankowego 
znajdujŃcego siň w kasetce i przenosiĺ materiağ z kasetki do foremki. NaleŨy 
sprawdziĺ, czy materiağ jest dobrze uğoŨony i zorientowany i przesunŃĺ foremkň na 
mağŃ pğytň chğodzŃcŃ, trzymajŃc materiağ w wybranej pozycji aŨ do momentu, kiedy 
parafina zaczyna tňŨeĺ. 

6.4. NaleŨy nağoŨyĺ zanumerowanŃ kasetkň na foremki i dolewaĺ parafinň, aby Ăplecyò 
bloczka byğy wypeğnione parafinŃ. 

6.5. Odstawiĺ ŜwieŨo utworzony bloczek na pğytň chğodzŃcŃ. 
6.6. Powt·rzyĺ proces od pkt 6.1. aŨ do wyczerpania kasetek. 
6.7. WyjŃĺ bloczki z foremek. 

7. Krojenie bloczk·w parafinowych 
7.1. Wykonywanie z skrawk·w bloczk·w parafinowych jest jednŃ z najbardziej 

czasochğonnych procedur. Osoby, kt·re wykonujŃ skrawanie muszŃ mieĺ 
zapewnione odpowiednie warunki do pracy. Zaleca siň dostňp do naturalnych Ŧr·değ 
Ŝwiatğa, najlepiej umieszczonego bocznie. W pomieszczeniu, gdzie to nie jest 
moŨliwe, zaleca siň zakup lamp sufitowych, kt·re majŃ Ŝwiatğo podobne do Ŝwiatğa 
dziennego. Pomieszczenie ma byĺ dobrze wentylowane, ale bez przeciŃg·w. Meble 
do pomieszczenia, szczeg·lnie stoğy pod mikrotomami, muszŃ byĺ solidnie 
wbudowane, aby zredukowaĺ ewentualnoŜĺ drgaŒ. 

7.2. Mikrotom jest urzŃdzeniem precyzyjnym i wymaga dbağoŜci ze strony uŨytkownika 
(codzienne czyszczenie i, w niekt·rych przypadkach, smarowanie). Konieczny jest 
przeglŃd serwisowy co najmniej raz w roku. 

7.3. Mikrotom i noŨyki mikrotomowe sŃ wyrobami medycznymi do uŨycia w badaniach in-vitro. 
Ze wzglňd·w bezpieczeŒstwa naleŨy korzystaĺ ze sprzňtu oznakowanego jako zgodny  
z dyrektywŃ 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27 paŦdziernika 1998 r. 
i/lub rozporzŃdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746. 
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7.4. Praca z noŨykiem mikrotomowym, przy zwykğym mikrotomie lub kriostacie, jest 
zwiŃzana z ryzykiem skaleczenia. 

7.5. NoŨyki mikrotomowe nie sŃ uniwersalne i trzeba zamawiaĺ odpowiedni rodzaj 
noŨyk·w, kt·ry pasuje do profilu pracy w pracowni. 

7.6. KŃt noŨa w mikrotomie ma bezpoŜredni wpğyw na stopieŒ trudnoŜci pracy, ale 
r·wnieŨ, na jakoŜĺ skrawka. KŃt naleŨy ustaliĺ na podstawie rodzaju materiağu  
i doŜwiadczenia pracownik·w. 

7.7. Szkieğka podstawowe muszŃ byĺ; pğaskie, klarowne, z r·wnymi powierzchniami, bez 
ostrych lub nier·wnych krawňdzi lub bok·w, i z polem, gdzie moŨna dodaĺ opis. Powinny 
byĺ zgodne z dyrektywŃ 98/79/WE i/lub rozporzŃdzeniem Parlamentu Europejskiego  
i Rady (UE) 2017/746, ale r·wnieŨ produkowane zgodnie z odpowiednimi standardami 
ISO.  
W chwili obecnej standardy ISO to: ISO 8037-1:1986, ISO 8037-2:1997 i korekta ISO 8037-
2:1997/COR 1:2002. 

7.8. Do badaŒ immunohistochemicznych i molekularnych naleŨy uŨywaĺ szkieğek 
adhezyjnych, aby zredukowaĺ stratň materiağu i minimalizowaĺ koniecznoŜĺ 
powtarzania drogich badaŒ. NaleŨy uŨywaĺ szkieğek silanizowanych, poniewaŨ 
szkieğka traktowane poli-l-lizynŃ (polipeptyd) lub albuminŃ (biağka) mogŃ reagowaĺ  
z niekt·rymi odczynnikami bioaktywnymi (np. enzymy i przeciwciağa). 

7.9. Szkieğka naleŨy opisaĺ w spos·b trwağy i jednoznaczny. Opis szkieğka musi byĺ 
unikalny, pozwalajŃcy na zidentyfikowanie Ŧr·dğowego bloczka parafinowego. MoŨna 
dodaĺ opis w dowolny spos·b (np. drukarki dedykowane, markery odporne na 
chemikalia itp.) pod warunkiem, Ũe bňdzie widoczny, a wszelkie zmiany opisu 
udokumentowane. 

7.10. Na szkieğku nie naleŨy umieszczaĺ wiňcej materiağu niŨ moŨna wygodnie przykryĺ 
szkieğkiem nakrywkowym. Skrawek powinien byĺ uğoŨony centralnie na szkieğku. JeŜli 
bloczek parafinowy jest wystarczajŃco mağy, moŨliwe jest umieszczenie 2, 3 lub 
wiňcej (w wyjŃtkowych przypadkach) skrawk·w obok siebie. Nie naleŨy pobieraĺ 
wycink·w zbyt duŨych, aby uniknŃĺ sytuacji, Ũe skrawek krojony z bloczka nie bňdzie 
siň mieŜciğ na szkieğku podstawowym w strefie, gdzie bňdzie moŨna go swobodnie 
nakryĺ szkieğkiem nakrywkowym (patrz pkt 4). 

7.11. Wymagana jest czystoŜĺ stanowiska pracy. Resztki po trymowaniu bloczka 
parafinowego naleŨy czňsto usuwaĺ i wyrzucaĺ do pojemnika z odpadami 
medycznymi. 

7.12. Woda w ğaŦni musi byĺ czysta i naleŨy jŃ wymieniaĺ co najmniej 1x dziennie. Aby 
zredukowaĺ problemy zwiŃzane z kontaminacjŃ materiağu z innego przypadku, naleŨy 
czňsto czyŜciĺ powierzchniň wody. 

7.13. W przypadku krojenia skrawk·w do badaŒ molekularnych, pracownik ma obowiŃzek 
dokğadnie wyczyŜciĺ mikrotom wraz z uchwytem do noŨa. Materiağ z kaŨdego 
przypadku naleŨy kroiĺ nowym noŨykiem i nie dotykaĺ skrawka goğymi rňkami. NaleŨy 
uŨywaĺ czystych rňkawiczek i czystych narzňdzi (np. pincety). 

7.14. Po krojeniu skrawki do rutynowego barwienia HE lub innego barwienia (histochemia, 
immunohistochemia, FISH) naleŨy dokğadnie wysuszyĺ (celem redukcji artefaktu 
ĂbŃbelkowegoò, ang. nuclear bubbling), a potem Ăzgrzaĺò szkieğka, aby poprawiĺ 
przyczepnoŜĺ miňdzy skrawkiem i szkieğkiem. 

 

UWAGA! Nie naleŨy podgrzewaĺ szkieğka w temperaturze powyŨej 60ÁC, poniewaŨ 
moŨna uszkodziĺ niekt·re struktury biağek, tworzŃc nowe artefakty tj. m.in. powyŨej 
opisany tzw. artefakt bŃbelkowy. 

 
7.15. Po zakoŒczeniu pracy mikrotom naleŨy wyczyŜciĺ i umieŜciĺ noŨyk w pojemniku na 

opady medyczne ostre. 
8. Barwienie 

8.1. Barwniki do badaŒ histopatologicznych sŃ wyrobami medycznymi do uŨycia  
w diagnozie in-vitro zgodnie z dyrektywŃ 98/79/WE i/lub rozporzŃdzeniem 
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Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 i nie naleŨy kupowaĺ barwnik·w nie 
bňdŃcych wyrobami medycznymi. 

8.2. Standardowe barwienie morfologiczne w histopatologii to metoda barwienia 
hematoksylinŃ i eozynŃ. SŃ dostňpne r·Ũne formy hematoksyliny i kaŨdy rodzaj 
trochň inaczej barwi preparaty. Standaryzowanie barwienia jest nie do koŒca 
moŨliwe, poniewaŨ ĂwyglŃdò preparatu jest pojňciem co najmniej czňŜciowo 
subiektywnym.  
W zwiŃzku z tym pracownia powinna ustaliĺ wz·r barwienia, kt·ry bňdzie 
zaakceptowany przez kierownika. 

8.3. NaleŨy ustaliĺ termin przydatnoŜci barwnika na bazie daty rozpoczňcia eksploatacji  
i zuŨycia (liczba zabarwionych preparat·w) i wymieniĺ zuŨyty lub czňŜciowo zuŨyty 
odczynnik w terminie gwarantujŃcym jakoŜĺ barwienia. 

8.4. Barwienie rňczne nie jest zalecane z powodu braku powtarzalnoŜci i bezpieczeŒstwa. 
Zaleca siň korzystanie ze zautomatyzowanego systemu do barwienia, kt·ry 
gwarantuje, Ũe wszystkie preparaty sŃ zabarwione w identyczny spos·b. Barwiarki 
takie sŃ r·wnieŨ wyrobem medycznym do uŨycia w diagnozie medycznej. 

8.5. PoniŨej (tabela 5) przedstawiony jest przykğadowy program do barwienia preparat·w 
metodŃ HE. Przedstawiony program bazuje na izopropanolu, ale w wielu pracowniach 
nadal uŨywany jest etanol. Wyb·r odczynnika i czas trwania programu naleŨy 
dostosowaĺ do posiadanego sprzňtu i do instrukcji obsğugi producenta. 

 
Przykğadowy program do barwienia preparat·w  

wg metody HE 
Lp. Odczynnik Czas (mm:ss) 

1. ksylen 02:00 

2. ksylen 02:00 

3. ksylen 03:00 

4. propanol 100% 01:00 

5. propanol 90% 00:30 

6. propanol 70% 00:30 

7. woda bieŨŃca 00:30 

8. hematoksylina Harrisa 15:00 

9. woda bieŨŃca 05:00 
10. 1% HCl w 70% propanolu 00:05 

11. woda bieŨŃca 06:00 

12. 1% eozyna Y w wodzie 04:30 

13. woda bieŨŃca 03:00 

14. propanol 70%* 00:20 

15. propanol 90% 00:30 

16. propanol 100% 01:00 

17. propanol 100% 01:00 

18. ksylen 00:20 

19. ksylen 00:20 

20. ksylen 00:20 
 

*Czas dokğadny ï odczynnik ma wpğyw na r·Ũnicowanie 

 
8.6. Po barwieniu naleŨy przykryĺ preparaty szkieğkiem nakrywkowym w spos·b trwağy, 

kt·ry pozwala na dğugoterminowe przechowywanie. Szkieğka nakrywkowe majŃ byĺ 
dobrej jakoŜci. NaleŨy uŨywaĺ szkieğek, kt·re sŃ zgodne z dyrektywŃ 98/79/WE i/lub 
rozporzŃdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 oraz 
produkowane zgodnie z odpowiednimi standardami ISO. W chwili obecnej standardy 
ISO to: ISO 8255-1:2017 i ISO8255-2:2013. 

 
9. Przekazanie preparat·w do diagnostyki 

9.1. Skompletowany zestaw preparat·w naleŨy sprawdziĺ pod wzglňdem: kompletnoŜci  
i poprawnoŜci technicznej (jakoŜĺ skrawk·w i barwienia) i formalnej (opisywanie 
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szkieğek zwiŃzanych z materiağem dokument·w), i w razie potrzeb poprawiĺ. 
Poprawki formalne naleŨy udokumentowaĺ. 

9.2. W bazie danych naleŨy udokumentowaĺ datň przygotowania preparat·w i osobň 
odpowiedzialnŃ za przygotowanie preparat·w. NaleŨy r·wnieŨ udokumentowaĺ datň  
i godzinň wydania zestawu, nazwisko patomorfologa, kt·remu zestaw zostağ wydany. 

 
  



    

24 | S t r o n a  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Metoda 
NarzŃdy ï 
przykğady 

Elementy 
wykrywane 

GruboŜĺ 
skrawka 

Tkanka 
kontrolna 

Efekt barwienia 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady 

HE  
(hematoksylin

a-eozyna) 
zdjňcie 1 

kaŨdy 
jŃdra kom·rkowe/ 

cytoplazma 
3-4 Õm dowolna 

jŃdra kom·rkowe ï fioletowo-
niebieskie, cytoplazma ï r·Ũowo-

czerwona 

metoda rutynowa  
w diagnostyce 

histopatologicznej 

MUCIKARMIN  
(karmin) 
zdjňcie 2 

ŨoğŃdek 
jelito cienkie 
jelito grube 

jajnik 
gruczoğ krokowy 

pğuco 
sk·ra 

mucyny kwaŜne 
3-4 Õm 
lub 5-7 
Õm 

jelito grube 

Ŝluz ï r·Ũowy (karminowy)  
w cytoplazmie lub 
pozakom·rkowo 

 
poza tym: 

jŃdra kom·rkowe ï fioletowo-
niebieskie 

identyfikacja Ŝluzu  
w cytoplazmie kom·rek  
lub zewnŃtrzkom·rkowo  
(r·Ũne narzŃdy) 

 
obecnoŜĺ metaplazji 

jelitowej ï bğona 
Ŝluzowa ŨoğŃdka, 
przeğyk Barretta 

14  

ZağŃcznik: wytyczne badaŒ 

histochemicznych 
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Metoda c.d. 
NarzŃdy ï 
przykğady c.d. 

Elementy 
wykrywane c.d. 

GruboŜĺ 
skrawka 

c.d. 

Tkanka 
kontrolna c.d. 

Efekt barwienia c.d. 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady c.d. 

AB-PAS 
(Alcian blue ï 
paS pH 2,5) 
zdjňcie 3 

przeğyk 
ŨoğŃdek 

jelito cienkie 
nerka 
sk·ra 

gruczoğ krokowy 

mucyny kwaŜne 
mucyny neutralne 

glikogen 
3-4 Õm 

pozytywna 
reakcja np. 
bğona Ŝluzowa 
jelita cienkiego 
czy oskrzela 

mucyny kwaŜne ï niebiesko-
turkusowe mucyny neutralne ï 

r·Ũowe 
glikogen ï r·Ũowy 

poza tym: 
jŃdra kom·rkowe ï fioletowo-

niebieskie 

obecnoŜĺ metaplazji 
jelitowej ï bğona 
Ŝluzowa ŨoğŃdka, 
przeğyk Barretta 

GIEMSA 
zdjňcie 4 

ŨoğŃdek 
jelito cienkie 
sk·ra 
Ŝledziona 

wňzeğ chğonny 
inne 

Helicobacter pylori 
inne bakterie 

5-7 Õm 

dodatni 
przypadek  
z obecnoŜciŃ 
Helicobacter 

pylori 

Helicobacter pylori ï niebiesko-
granatowe drobne cienkie 

pağeczki 
inne bakterie ï granatowo-

niebieskie 
mastocyty z ziarnistoŜciami ï 

niebieskie 
poza tym: 

cytoplazma ï r·Ũne odcienie 
niebieskiego 

jŃdra kom·rkowe ï r·Ũne 
odcienie niebieskiego 

obecnoŜĺ Helicobacter 
pylori  

w bğonie Ŝluzowej 
ŨoğŃdka 

poszukiwanie bakterii 
jako etiologii zapalenia 
(r·Ũne narzŃdy) 

mastocytoza 

MASSON 
zdjňcie 5 

wŃtroba 
nerka 

jelito cienkie 
pğuco 
serce 
jŃdro 

tarczyca 
macica 
jajnik 

trzustka 

tkanka ğŃczna 
tkanka miňŜniowa 
tkanka nerwowa 

3-4 Õm 

nerka 
wŃtroba 

jelito 
pğuco 
inne 

kolagen ï zielony 
tkanka ğŃczna ï zielona lub 

niebiesko-zielonkawa 
wğ·kna miňŜniowe ï czerwone 
tkanka nerwowa ï zielona lub 

niebiesko-zielonkawa 
keratyna ï jasnoczerwona 

Ŝluz ï zielony 
poza tym: 

cytoplazma ï jasnoczerwona 
jŃdra kom·rkowe ï niebiesko-

fioletowe 
lub czarne (barwa jest zaleŨna od 
rodzaju uŨytej hematoksyliny) 

erytrocyty ï pomaraŒczowo-Ũ·ğte 

guzy tkanek miňkkich 
choroby Ŝr·dmiŃŨszowe 

pğuc 
bioptat nerki 
bioptat wŃtroby 
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Metoda c.d. 
NarzŃdy ï 
przykğady c.d. 

Elementy 
wykrywane c.d. 

GruboŜĺ 
skrawka 

c.d. 

Tkanka 
kontrolna c.d. 

Efekt barwienia c.d. 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady c.d. 

GOMORI 
zdjňcie 6 

wŃtroba 
pğuco 
Ŝledziona 

wňzeğ chğonny 

wğ·kna 
srebrochğonne 

wğ·kna retikulinowe 
wğ·kna nerwowe 
niekt·re 

drobnoustroje, np. 
Nocardia sp., 
Pneumocystis 

jiroveci 

3-4 Õm wŃtroba 

wğ·kna siateczki ï czarne 
wğ·kna nerwowe ï czarne 
tkanka ğŃczna ï brŃzowa 

kolagen - Ũ·ğty 
nocardia ï czarne strzňpki 

guzy tkanek miňkkich 
bioptat wŃtroby 

thecoma jajnika ï 
wğ·kna srebrnochğonne 
oplatajŃ kaŨdŃ kom·rkň 

osobno 
nokardioza 

PAS (paS) 
zdjňcie 7 

nerka 
wŃtroba 
ŨoğŃdek 

jelito cienkie 
serce 
pğuco 
jŃdro 

gruczoğ krokowy 
sk·ra 

mucyny 
(mukopolisacharyd
y) obojňtnochğonne 

polisacharydy 
nierozpuszczalne 

(glikogen) 

3-4 Õm 
pozytywna 

reakcja 

mukopolisacharydy 
obojňtnochğonne ï r·Ũowe 

polisacharydy nierozpuszczalne 
(glikogen) ï r·Ũowe 

nici i zarodniki grzybni ï r·Ũowe 
poza tym: 

jŃdra kom·rkowe ï fioletowo-
niebieskie 

ocena bğon 
podstawnych (sk·ra, 
bğony Ŝluzowe, kğňbuszki 

nerkowe) 
grzybica sk·ry, bğon 
Ŝluzowych (r·Ũne 

narzŃdy) 
guzy tkanek miňkkich 
miňsak Ewinga ï pas ï 
dodatnia cytoplazma 
kom·rek miňsaka 

nowotwory z kom·rkami  
o jasnej cytoplazmie 
wypeğnionej glikogenem 

AZAN 
zdjňcie 8 i 9 

wŃtroba 
sk·ra 

tarczyca 
tkanka ğŃczna 3-4 Õm 

wŃtroba 
 

jelito 

kolagen ï niebieski 
wğ·kna miňŜniowe ï 
pomaraŒczowe 

zrŃb kğňbuszk·w nerkowych ï 
niebieski 

neuroglej ï rudawy 
poza tym: 

chromatyna ï czerwona 
erytrocyty ï czerwone 

ocena wğ·knienia 
w wŃtrobie  

(lub inne narzŃdy) 
guzy tkanek miňkkich 
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Metoda c.d. 
NarzŃdy ï 
przykğady c.d. 

Elementy 
wykrywane c.d. 

GruboŜĺ 
skrawka 

c.d. 

Tkanka 
kontrolna c.d. 

Efekt barwienia c.d. 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady c.d. 

CONGO RED  
(czerwieŒ 
Kongo) 

nerka 
wŃtroba 
Ŝledziona 
nadnercze 

jelito 
serce 

gruczoğy Ŝlinowe 
sk·ra 
pğuco 

tarczyca 
inne 

amyloid 4-5 Õm 

dodatni  
przypadek ze 
zğogami 
amyloidu 

amyloid ï ceglasto-czerwone 
zğogi 

poza tym: 
jŃdra kom·rkowe ï niebiesko-

fioletowe 
pozostağe tkanki ï jasnoniebieskie 

kaŨda postaĺ 
amyloidozy  

(r·Ũne narzŃdy) 

GROCOTT 
zdjňcie 10 
(wycinki 

parafinowe/ 
mroŨakowe) 

sk·ra 
pğuco 
inne 

grzyby (zarodniki) 
bakterie 

4-5 Õm 
 

6 Õm 

dodatni 
przypadek  
z obecnoŜciŃ 
grzyb·w 

grzyby ï czarne 
bakterie ï czarne 

poza tym: 
bğona podstawna ï czarna 
Ŝluz ï szaro-czarny 

glikogen ï szaro-czarny 
erytrocyty ï Ũ·ğte 
tğo ï zielone 

poszukiwanie etiologii 
zapaleŒ ï grzybicza lub 

bakteryjna  
(np. kolonie 

actinomyces) 
(r·Ũne narzŃdy) 

SIRIUS RED  
(czerwieŒ 
Syriusza) 

zdjňcie 11 i 12 

nerka 
wŃtroba 
Ŝledziona 
nadnercze 

jelito 
serce 

gruczoğy Ŝlinowe 
sk·ra 
pğuco 

tarczyca 
inne 

amyloid 4-5 Õm 

dodatni 
przypadek ze 
zğogami 
amyloidu 

amyloid ï bezpostaciowe r·Ũowo-
czerwone zğogi  
(r·Ũne odcienie) 

poza tym: 
jŃdra kom·rkowe ï niebieskie 

kaŨda postaĺ 
amyloidozy 

(r·Ũne narzŃdy) 
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Metoda c.d. 
NarzŃdy ï 
przykğady c.d. 

Elementy 
wykrywane c.d. 

GruboŜĺ 
skrawka 

c.d. 

Tkanka 
kontrolna c.d. 

Efekt barwienia c.d. 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady c.d. 

SUDAN III 
SUDAN 
BLACK 
(Wycinki 
mroŨakowe) 

SUDAN III 
 

SUDAN BLACK 

jajnik 
pğuca 
tňtnice 

nadnercza 
przytarczyce 

5-6 Õm 
wycinek np. z 
fibrothecoma 

jajnika 

lipidy (tğuszcze) ï czerwono-
pomaraŒczowe 

 
lipidy (tğuszcze) ï czarne 

fibrothecoma jajnika 
 

zator tğuszczowy  
w r·Ũnych lokalizacjach 

 

zğogi lipidowe w 
blaszkach 

miaŨdŨycowych 

WEIGERT 
ELASTIC 
zdjňcie 13 

pğuco 
opğucna 
serce 
jŃdro 
jajnik 

wğ·kna elastyczne 
(sprňŨyste) 

3-4 Õm 

opğucna 
 

pğuco 
 

nerka 

wğ·kna elastyczne ï fioletowo-
brŃzowo-czarne 

poza tym: jŃdra kom·rkowe ï 
niebiesko-fioletowe 

uwidocznienie blaszki 
sprňŨystej opğucnej 

pğucnej  
w rakach pğuca pod 
kŃtem jej przekraczania 

przez naciek raka 
(cecha pl1) 

guzy tkanek miňkkich 

WILSON  
(wykrywanie 

miedzi) 
zdjňcie 14 

wŃtroba zğogi miedzi 6-8 Õm 
dodatni 

przypadek ze 
zğogami miedzi 

miedŦ ï czerwone lub czerwono-
pomaraŒczowe zğogi 

poza tym: jŃdra kom·rkowe ï 
niebieskie 

obecnoŜĺ zğog·w miedzi  
w hepatocytach lub  
w innych narzŃdach 

ZIEHL-
NEELSEN 
zdjňcie 15 

pğuco 
opğucna 

wňzğy chğonne 
ŨoğŃdek 

inne 

prŃtki gruŦlicy 
promieniowce 
pasoŨyty 

5-7 Õm 

dodatni 
przypadek z 
obecnoŜciŃ 
prŃtk·w 
gruŦlicy 

prŃtki gruŦlicy i actinomyces ï 
czerwone poza tym: tğo ï 

niebieskie 

obecnoŜĺ prŃtk·w 
gruŦlicy przy 

podejrzeniu gruŦlicy  
(r·Ũne narzŃdy) 

VAN GIESON 

nerka 
pğuco 
wŃtroba 
macica 

inne 

kolagen 
tkanka ğŃczna 

3-4 Õm 
pozytywna 

reakcja 

kolagen (tkanka ğŃczna wğ·knista) 
ï czerwone miňŜnie ï Ũ·ğte 

fibryny (biağko proste) ï Ũ·ğte 
poza tym: cytoplazma ï Ũ·ğta 
jŃdra kom·rkowe ï niebiesko-

fioletowe 

guzy tkanek miňkkich 
 

choroby Ŝr·dmiŃŨszowe 
pğuc 
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Metoda c.d. 
NarzŃdy ï 
przykğady c.d. 

Elementy 
wykrywane c.d. 

GruboŜĺ 
skrawka 

c.d. 

Tkanka 
kontrolna c.d. 

Efekt barwienia c.d. 

Wykorzystanie  
w diagnostyce 

histopatologicznej ï 
przykğady c.d. 

ELASTIC VAN 
GIESON 

pğuco 
opğucna 
naczynia 
krwionoŜne 

wğ·kna sprňŨyste 
wğ·kna kolagenowe 

    

ŧELAZO 
PERLSA 
zdjňcie 16 

wŃtroba 
sk·ra 
Ŝledziona 

reaktywne zğogi 
Ũelaza 

4-5 Õm 
dodatni 

przypadek ze 
zğogami Ũelaza 

reaktywne jony Ũelaza (Ũelazo 
tr·jwartoŜciowe) ï niebieskie 
poza tym: jŃdra kom·rkowe  

i cytoplazma ï czerwone 

obecnoŜĺ Ũelaza  
w kom·rkach np. 
makrofagi pğucne 
zğogi Ũelaza  

np. w wŃtrobie  
(r·Ũne narzŃdy) 

COLLOIDAL 
IRON (Ũelazo 

koloidalne) 
nerka mucyny kwaŜne 4-5 Õm 

wycinek z raka 
chromofobneg

o nerki 

mucyny kwaŜne ï niebieskie 
poza tym: jŃdra kom·rkowe ï 

czerwone 

rak chromofobny nerki  
(niebieskie ziarnistoŜci  
w cytoplazmie kom·rek 

raka) 
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Wybrane zdjňcia barwieŒ histochemicznych 
 

 
 

Zdjňcie 1. Rutynowe barwienie HE (hematoksylinŃ i eozynŃ): wycinek bğony Ŝluzowej ŨoğŃdka: jŃdra kom·rkowe 
ï fioletowo-niebieskie (Ą), cytoplazma kom·rek ï r·Ũowo-czerwona (*) [pow. 100x]. 

 

 
 

Zdjňcie 2. Mucikarmin: wycinek pğuca: w Ŝwietle naczynia chğonnego zator z kom·rek gruczolakoraka ï  

w pojedynczych kom·rkach obecny Ŝluz (Ą); poza tym dodatnia wewnňtrzna reakcja kontrolna w kom·rkach 
nabğonka oskrzelowego i gruczoğach bğony Ŝluzowej (*) ï Ŝluz barwy r·Ũowej [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 3. AB-PAS: wycinek bğony Ŝluzowej odŦwiernika z cechami metaplazji jelitowej: ogniska metaplazji jelitowej 

w postaci niebieskiej cytoplazmy kom·rek cewek gruczoğowych (Ą), cytoplazma prawidğowych kom·rek cewek 
gruczoğowych ï r·Ũowa (*) [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 4. Giemsa: bğona Ŝluzowa ŨoğŃdka: na powierzchni nabğonka gruczoğowego obecne bakterie Helicobacter 

pylori w postaci drobnych, cienkich, niebiesko-granatowych pağeczek (Ą) [pow. 400x]. 
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Zdjňcie 5. Masson: wycinek tkanek miňkkich: tkanka ğŃczna zielona lub niebiesko-zielonkawa (Ą), miňŜnie (tu:  
w Ŝcianie naczyŒ) fioletowe (*), erytrocyty czerwone [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 6. Gomori: wycinek pğuca: tkanka ğŃczna w opğucnej pğucnej i przegrodach biegnŃcych od niej w kolorze 
rudawo-brŃzowym (Ą), wğ·kna sprňŨyste w przegrodach miňdzypňcherzykowych w kolorze czarnym (*) [pow. 

100x]. 

 

 
 

Zdjňcie 7. PAS: bioptat nerki: bğony podstawne naczyŒ wğosowatych w kğňbuszkach nerkowych wybarwione na 

r·Ũowo (Ą) [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 8. Azan: bioptat wŃtroby: wğ·knienie w postaci niebieskiej tkanki ğŃcznej obrysowujŃcej guzki 

regeneracyjne (zaznaczono Ą) [pow. 100x]. 
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Zdjňcie 9. Azan: wycinek pğuca: tkanka ğŃczna okoğooskrzelowa w kolorze niebieskim (Ą), miňŜnie w kolorze 

czerwonym (*), cytoplazma kom·rek nabğonka oskrzelowego pomaraŒczowa (¶) [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 10. Grocott: wycinek z pğuca: kolonie Actinomyces w kolorze czarnym (Ą) [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 11. Sirius Red: wycinek nerki: amyloidoza nerki w postaci r·Ũowych bezpostaciowych zğog·w amyloidu  

w kğňbuszkach nerkowych (Ą) [pow. 100x]. 

 

 
 

Zdjňcie 12. Sirius Red: wycinek mağych gruczoğ·w Ŝlinowych: r·Ũowe bezpostaciowe zğogi amyloidu wok·ğ czňŜci 

wydzielniczych gruczoğ·w Ŝlinowych (Ą) [pow. 200x]. 
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Zdjňcie 13. Weigert: wycinek pğuca z opğucnŃ pğucnŃ: w opğucnej pğucnej blaszka sprňŨysta wybarwiona na czarno 

(Ą) [pow. 100x]. 

 

 
 

Zdjňcie 14. Wilson: bioptat wŃtroby: zğogi miedzi w cytoplazmie hepatocyt·w w przebiegu choroby Wilsona  

w kolorze czerwono-pomaraŒczowym (Ą) [pow. 200x]. 

 

 
 

Zdjňcie 15. Ziehl-Neelsen: wycinek pğuca: w ognisku martwicy serowatej obecne prŃtki gruŦlicy w postaci 

czerwonych lub rubinowych drobnych pağeczek (Ą) [pow. 400x]. 

 

 
 

Zdjňcie 16. ŧelazo Perlsa: zğogi Ũelaza w makrofagach pğucnych w kolorze niebieskim (Ą) [pow. 400x]. 
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Obecnie zdecydowana wiňkszoŜĺ komercyjnie dostňpnych przeciwciağ i surowic jest 
dostosowana do pracy z materiağem utrwalonym w 10% roztworze zbuforowanej formaliny.  
W zwiŃzku z tym w czňŜci przypadk·w konieczne jest wczeŜniejsze zastosowanie procedury 
odsğaniania determinant antygenowych. 
 
Odsğanianie determinant antygenowych 
Utrwalanie tkanek w r·Ũnych utrwalaczach w r·Ũnym stopniu zmienia konformacjň biağek, co 
powoduje takŨe modyfikacjň w obrňbie epitop·w, czyniŃc je niedostňpnymi dla swoistych 
przeciwciağ. W zwiŃzku z tym przed przeprowadzeniem wğaŜciwej reakcji stosuje siň r·Ũne 
zabiegi majŃce na celu przywr·cenie biağku wğaŜciwej konformacji, tzw. odsğanianie 
determinant antygenowych (epitope retrieval). Efekt taki moŨna uzyskaĺ stosujŃc odpowiednie 
enzymy proteolityczne (np. proteinaza K, pepsyna) lub inkubacjň badanych tkanek w wysokiej 
temperaturze (95-120oC w zaleŨnoŜci od zastosowanej aparatury ï heat induced epitope 
retrieval, HIER) oraz w zmiennym pH. Aby uğatwiĺ dostňp przeciwciağ do wnňtrza kom·rek  
i ich wiŃzanie siň z antygenem stosowana jest permeabilizacja bğon kom·rkowych 
detergentami. 
 
Reakcje niespecyficzne 
W przypadku stosowania przeciwciağ znakowanych enzymami konieczne jest dodatkowo 
unieczynnienie tkankowego enzymu o takiej samej aktywnoŜci jakŃ wykazuje enzym 
znacznikowy. Unieczynnienie endogennego enzymu przeprowadza siň┐ poprzez inkubacjň 
kom·rek lub tkanki z odpowiednim inhibitorem (w przypadku zastosowania jako znacznika 
peroksydazy chrzanowej uŨywa siň 0,3-3% roztworu nadtlenku wodoru) przed wykonaniem 
wğaŜciwej reakcji immunohistochemicznej. WiŃzanie antygen-przeciwciağo charakteryzuje siň 
wysokŃ specyficznoŜciŃ, jednak istnieje moŨliwoŜĺ wystňpowania nieswoistych oddziağywaŒ 
miňdzy badanŃ tkankŃ a biağkami osoczowymi. W celu zapobiegania takim nieswoistym 
oddziağywaniom przed wykonaniem wğaŜciwej reakcji immunohistochemicznej przeprowadza 
siň inkubacjň preparat·w z nieaktywnŃ immunologicznie surowicŃ obcogatunkowŃ (surowica 
innego zwierzňcia niŨ to, od kt·rego pozyskano przeciwciağa). 
 
Reakcje kontrolne 
W celu unikniňcia fağszywie pozytywnych i fağszywie negatywnych wynik·w przeprowadza siň 
odpowiednie reakcje kontrolne: kontrolň pozytywnŃ oraz negatywnŃ. W pierwszym przypadku 
reakcjň przeprowadza siň na tkance, w kt·rej na pewno obecny jest badany antygen. Brak 
dodatniej reakcji moŨe Ŝwiadczyĺ o bğňdach metodycznych lub o nieaktywnych przeciwciağach. 
Kontrola negatywna polega na zastŃpieniu inkubacji badanego materiağu z przeciwciağem 

15  

ZağŃcznik: najczňŜciej uŨywane 
przeciwciağa w badaniach 

immunohistochemicznych 
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swoistym dla badanego antygenu inkubacjŃ z przeciwciağami lub surowicŃ nieimmunizowanego 
zwierzňcia gatunku, kt·ry byğ wykorzystany do uzyskania przeciwciağ swoistych, lub na cağkowitym 
pominiňciu przeciwciağa swoistego. WystŃpienie pozytywnego odczynu w kontroli negatywnej 
Ŝwiadczy o nieswoistym wiŃzaniu siň z tkankŃ jednego ze skğadnik·w reakcji. 
 
Detekcja 
MoŨliwe jest wykorzystanie przeciwciağ w ukğadzie bezpoŜrednim lub poŜrednim. W pierwszym 
przypadku przeciwciağo rozpoznajŃce antygen jest sprzňgniňte ze znacznikiem i po inkubacji 
z substratem dla enzymu (chromogen) powstaje barwny produkt, co umoŨliwia uwidocznienie 
miejsca wiŃzania antygen-przeciwciağo. W drugim przypadku reakcja jest dwuetapowa. 
Najpierw dochodzi do powstania kompleksu antygen-przeciwciağo pierwszorzňdowe. Dopiero 
w drugim etapie stosuje siň znakowane przeciwciağo drugorzňdowe, tworzŃce kompleks 
antygen-przeciwciağo z przeciwciağem pierwszorzňdowym. Do wykrywania antygenu 
wykorzystuje siň takŨe zdolnoŜĺ swoistego wiŃzania miňdzy awidynŃ (lub streptawidynŃ)  
i biotynŃ. Biotynylowane przeciwciağa wiŃŨŃ silnie awidynň lub streptawidynň, kt·ra zaleŨnie 
od metody detekcji jest sprzňŨona z odpowiednim znacznikiem. Jedna czŃsteczka awidyny 
wiŃŨe cztery czŃsteczki biotyny, wzmacniajŃc w ten spos·b sygnağ powstajŃcy w skutek 
wykrycia antygenu. Coraz wiňkszŃ popularnoŜĺ zdobywajŃ teŨ gotowe zestawy odczynnik·w, 
w kt·rych przeciwciağa drugorzňdowe oraz enzymy umieszczone sŃ na czŃsteczce polimeru. 
Przeprowadzane z ich zastosowaniem reakcje charakteryzujŃ siň wysokŃ czuğoŜciŃ oraz 
zwykle sŃ mniej czasochğonne od standardowych metod. 
 
NaleŨy zwr·ciĺ uwagň na dob·r odpowiedniego systemu detekcyjnego ze wzglňdu na rodzaj 
ocenianego antygenu i stosowanego przeciwciağa pierwotnego. 
 
Technologia 
W rutynowej diagnostyce stosuje siň barwienia z wykorzystaniem system·w automatycznych. 
WyjŃtek stanowiŃ badania z wykorzystaniem nowych przeciwciağ, dla kt·rych nie ma 
moŨliwoŜci wykorzystania system·w automatycznych. Metoda automatyczna zapewnia 
standaryzacjň, powtarzalnoŜĺ i wydajnoŜĺ wykonywanych badaŒ. Dostňpne sŃ gotowe 
zestawy wszystkich niezbňdnych odczynnik·w do wykonania zautomatyzowanej reakcji 
immunohistochemicznej. 
 
Lista najczňŜciej stosowanych przeciwciağ w diagnostyce patomorfologicznej 
 

NajczňŜciej uŨywane przeciwciağa w diagnostyce immunohistochemicznej 

Przeciwciağo Wystňpowanie/kliniczna uŨytecznoŜĺ 

AE1/AE3 mieszanka cytokeratyn, marker r·Ũnicowania nabğonkowego 

AFP 
nowotworowe i nienowotworowe choroby wŃtroby, guzy pňcherzyka 
Ũ·ğtkowego, mieszane nowotwory germinalne 

AMACR rak prostaty, HGPIN 

ALK-1 
anaplastyczny chğoniak wielkokom·rkowy, zapalny guz miofibroblastyczny, 
gruczolakorak pğuc 

AR receptor androgenowy, rak stercza, znaczenie prognostyczne i predykcyjne 

BCL-2 chğoniak grudkowy, niekt·re chğoniaki B i T-kom·rkowe, guzy tkanek miňkkich 

BCL-6 kom·rki B w centrach rozmnaŨania, chğoniak grudkowy, DLBCL 

Ber-EP4 
antygen nabğonkowy, pomocny w diagnostyce r·Ũnicowej raka 
i miňdzybğoniaka 

ǖ-katenin fibromatoza, miňsak mazi·wkowy 

BOB-1 limfocyty B 

Calcitonin kom·rki C tarczycy, rak rdzeniasty tarczycy 

Caldesmon kom·rki miňŜni gğadkich, kom·rki mioepitelialne 

Calponin kom·rki mioepitelialne, miofibroblasty, kom·rki miňŜni gğadkich 

Calretinin kom·rki mezotelialne, guzy ze sznur·w pğciowych, guzy kory nadnerczy 

CAM 5.2 cytokeratyny lekkie, r·Ũnicowanie nabğonkowe 
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Przeciwciağo c.d. Wystňpowanie/kliniczna uŨytecznoŜĺ c.d. 

CD3 limfocyty T 

CD4 limfocyty Th (pomocnicze), tymocyty, monocyty 

CD5 limfocyty T, B-CLL/SLL, MCL, rak grasicy 

CD8 cytotoksyczne limfocyty T, tymocyty, kom·rki NK, T-LGL 

CD10 
chğoniaki z limfocyt·w B i T, kom·rki podŜcieliskowe endometrium, rak 
nerkowokom·rkowy 

CD15 
kom·rki nabğonkowe, kom·rki linii mieloidalnej, kom·rki Reed-Stenberga 
(chğoniak Hodgkina) 

CD19 limfocyty B, kom·rki dendrytyczne 

CD20 limfocyty B 

CD21 grudkowe kom·rki dendrytyczne, limfocyty B 

CD23 grudkowe kom·rki dendrytyczne, limfocyty B, B-CLL 

CD30 
kom·rki Reed-Stenberga, anaplastyczny chğoniak wielkokom·rkowy, DLBCL, 
rak zarodkowy 

CD31 kom·rki Ŝr·dbğonka, nowotwory naczyniowe, kom·rki plazmatyczne 

CD34 kom·rki macierzyste, kom·rki Ŝr·dbğonka, guzy tkanek miňkkich, GIST 

CD45 wsp·lny antygen leukocytarny 

CD56 
nowotwory z r·Ũnicowaniem nerwowym oraz neuroendokrynnym, guzy tkanek 
miňkkich, kom·rki NK, kom·rki plazmatyczne, limfocyty T, T-LGL 

CD61 Megakariocyty, pğytki krwi 

CD68 histiocyty, makrofagi 

CD99 PNET/ miňsak Ewinga, guzy tkanek miňkkich, guzy ze sznur·w pğciowych 

CD117 (C-KIT) 
GIST, niekt·re raki, w tym adenoid cystic carcinoma, guzy z kom·rek 
germinalnych 

CD138 kom·rki plazmatyczne, kom·rki nabğonkowe 

CDX-2 r·Ũnicowanie jelitowe, guzy przewodu pokarmowego, rak jelita grubego 

CEA 
r·Ũnicowanie nabğonkowe, gruczolakoraki, odczyn negatywny  
w miňdzybğoniakach 

Chromogranin A guzy neuroendokrynne, przyzwojaki 

CK5/6 
nowotwory z r·Ũnicowaniem pğaskonabğonkowym, kom·rki mioepitelialne, 
r·Ũnicowanie wewnŃtrzprzewodowych rozrost·w w gruczole sutkowym 

CK7 
w poğŃczeniu z cytokeratynŃ 20 przydatna w diagnostyce rak·w o nieznanym 
ognisku pierwotnym 

CK8 cytokeratyna lekka 

CK19 
kom·rki nabğonkowe, pomocna w r·Ũnicowaniu ğagodnych rozrost·w i raka 
brodawkowego tarczycy 

CK20 nabğonek przewodu pokarmowego, nabğonek urotelialny, kom·rki Merkla 

CKHMW 
cytokeratyna ciňŨka, r·Ũnicowanie pğaskonabğonkowe, kom·rki warstwy 
podstawnej nabğonka gruczoğowego stercza, pomocna w r·Ũnicowaniu raka 
stercza oraz Ŝr·dnabğonkowej neoplazji stercza (PIN) 

Cyclin D1 biağko regulujŃce cykl kom·rkowy, chğoniak z kom·rek pğaszcza/MCL 

Desmin 
kom·rki miňŜni gğadkich i prŃŨkowanych, miňsaki gğadkokom·rkowe, miňsaki 
prŃŨkowanokom·rkowe, desmoplastic small round cel tumor 

DOG1 GIST, w przypadku zmian CD117 ujemnych 

EBV (LMP1) wirus Epstein Barr ï biağko bğonowe 

E-Cadherin 
r·Ũnicowanie rak·w przewodowych i zrazikowych w obrňbie gruczoğu 
sutkowego 

EMA 
kom·rki nabğonkowe, niekt·re miňsaki, oponiaki, rozrosty 
limfoidalne/hematologiczne 

ER 
receptor estrogenowy, marker predykcyjny w terapii hormonalnej raka piersi, 
drogi rodne, kom·rki stromalne bğony Ŝluzowej jamy macicy, niekt·re guzy 
tkanek miňkkich 

Fascin kom·rki Hodgkina i Reed-Stenberga 

HepPar1 wiňkszoŜĺ rak·w wŃtrobowokom·rkowych 

HER2 czynnik prognostyczny i predykcyjny w raku piersi 
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Przeciwciağo c.d. Wystňpowanie/kliniczna uŨytecznoŜĺ c.d. 

HMB-45 zmiany barwnikowe, PEComa 

GATA3 nowotwory nabğonkowe, gğ·wnie raki piersi oraz raki urotelialne 

GFAP glejaki, guzy Ŝlinianek, guzy z r·Ũnicowaniem nerwowym 

Glypican-3 rak wŃtrobowokom·rkowy, guzy z kom·rek germinalnych, yolk sack tumor 

Inhibin guzy ze sznur·w pğciowych, guzy kory nadnerczy 

Kappa limfocyty B, kom·rki plazmatyczne 

Ki-67 marker proliferacji kom·rkowej 

Lambda limfocyty B, kom·rki plazmatyczne 

Mammaglobin rak piersi, zmiany w obrňbie Ŝlinianek, nowotwory z gruczoğ·w potowych 

Melan-A zmiany barwnikowe, guzy kory nadnerczy, PEComa 

MiTF zmiany barwnikowe 

MLH-1 
ocena niestabilnoŜci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita 
grubego 

MPO AML, miňsak granulocytarny 

MSH-2 
ocena niestabilnoŜci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita 
grubego 

MSH-6 
ocena niestabilnoŜci mikrosatelitarnej, czynnik predykcyjny w raku jelita 
grubego 

MUM-1 
kom·rki plazmatyczne, dojrzağe limfocyty B, aktywowane limfocyty T, kom·rki 
Reed-Stenberga, DLBCL 

MYO D1 miňsak prŃŨkowanokom·rkowy 

Myogenin miňsak prŃŨkowanokom·rkowy 

Myoglobin miňsak prŃŨkowanokom·rkowy 

Napsin A gruczolakorak pğuca 

NSE kom·rki nerwowe i neuroendokrynne 

OCT-2 limfocyty B 

p16 dysplazja/rak zwiŃzany z HPV 

p53 biağko regulujŃce cykl kom·rkowy 

p63 
kom·rki warstwy podstawnej nabğonka gruczoğowego stercza, kom·rki 
mioepitelialne, raki pğaskonabğonkowe 

p120 
rak zrazikowy gruczoğu sutkowego, umoŨliwia r·Ũnicowanie miňdzy 
przewodowymi i zrazikowymi rozrostami w obrňbie gruczoğu sutkowego 

PAX-2 rak nerkowokom·rkowy 

PAX-5 limfocyty B, kom·rki Reed-Stenberga, raki drobnokom·rkowe 

PAX-8 rak nerkowokom·rkowy, raki z narzŃdu rodnego 

PLAP raki z kom·rek germinalnych, choroba trofoblastyczna 

PR 
receptor progesteronowy, czynnik predykcyjny terapii hormonalnej w raku 
gruczoğu sutkowego, narzŃd rodny, guzy tkanek miňkkich 

PSA rak stercza 

RCC (PNRA) rak nerkowokom·rkowy 

SATB2 rak gruczoğowy jelita grubego, wyrostka robaczkowego 

S100 
guzy z r·Ũnicowaniem nerwowym, czerniak, chondrocyty, niekt·re nowotwory 
nabğonkowe 

SMA miofibroblasty, kom·rki mioepitelialne 

Synaptophysin nowotwory z r·Ũnicowaniem nerwowym i neuroendokrynnym, 

TdT tymocyty korowe, B-ALL, T-ALL 

Thyroglobulin rak pňcherzykowy i rak brodawkowy tarczycy 

TTF-1 raki pğuc i tarczycy, raki drobnokom·rkowe 

Uroplakin rak urotelialny 

Vimentin nowotwory mezenchymalne, czerniak, niekt·re raki i chğoniaki 

WT-1 N-terminus 
kom·rki mezotelialne, miňdzybğoniak, gruczolakorak jajnika, guzy ze sznur·w 
pğciowych, nowotwory podŜcieliskowe w obrňbie macicy 

WT-1 C-terminus desmoplastic small round cel tumor 
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1. Badania immunofluorescencyjne (immunofluorescencja bezpoŜrednia) na przykğadzie 

biopsji nerek: 
Á poddanie nieutrwalonego materiağu tkankowego jak najszybciej procedurze IF, jedynie  
w wyjŃtkowych przypadkach przechowywanie biopunktatu w temp. -80ÁC po owiniňciu w 
foliň i wykonanie odczyn·w w p·Ŧniejszym terminie, 

Á przymroŨenie materiağu tkankowego na Ămichağkuò w kriostacie w temp. -25ÁC, 
Á skrojenie zamroŨonych skrawk·w w kriostacie, umieszczenie ich na szkieğku podstawowym, 
standardowe barwienie HE oraz ocena skrawk·w mroŨonych w mikroskopie Ŝwietlnym  
(w diagnostyce kğňbuszkowych chor·b nerek ï dyskwalifikacja biopunktat·w niezawierajŃcych 
kğňbuszk·w z dalszej procedury), 

Á skrojenie zamroŨonych skrawk·w o gruboŜci 6-8 ɛm w kriostacie i umieszczenie ich na 
zwykğych szkieğkach podstawowych lub szkieğkach SuperFrost (10 szkieğek podstawowych), 

Á suszenie na powietrzu przez 15 min, 
Á utrwalanie w acetonie cz.d.a. przez 5 min, 
Á pğukanie w PBS ï 2x po 5 min, 
Á nakroplenie komercyjnych surowic sprzňŨonych z fluorochromem (najczňŜciej surowice 

FITC ï sprzňŨone z fluoresceinŃ) w rozcieŒczeniach sugerowanych przez producenta  
i umieszczenie ich w komorze wilgotnej w temp. pokojowej, czas: 40 min, 

Á panel surowic w diagnostyce kğňbuszkowych chor·b nerek: IgG, IgA, IgM, C1q,C3c, 
fibrynogen, ğaŒcuchy lekkie lambda i ğaŒcuchy lekkie kappa, 

Á wykonanie kontroli negatywnej (odczyn z ominiňciem przeciwciağa sprzňŨonego  
z fluorochromem) oraz wykonanie kontroli pozytywnej (odczyn w tkance zawierajŃcej 
badany antygen), 

Á pğukanie w PBS 3 x po 5 min, 
Á zaklejenie preparat·w czystŃ glicerynŃ, 
Á umieszczenie preparat·w w zamkniňtej komorze wilgotnej w lod·wce w temp. 4ÁC (mogŃ 
byĺ przechowywane w lod·wce w temp. 4ÁC do 3 dni). 

 
2. Badanie w mikroskopie elektronowym (na przykğadzie biopsji nerki): 
Á utrwalanie materiağu tkankowego w 3,5% aldehydzie glutarowym w 0,13 M buforze 

kakodylowym ï 24 godz. w temp. 4ÁC, 
Á pğukanie w 0,13 M buforze kakodylowym ï 24 godz. w temp. 4ÁC, 
Á dotrwalanie w 1% OsO4 w 0,13 M buforze kakodylowym ï 2 godz., 
Á pğukanie w 0,13 M buforze kakodylowym ï 5 min, 
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Á odwadnianie ï szereg alkoholi: 50% ï 10 min., 70% ï 20 min., 90% ï 20 min.,95% ï 20 
min., 99,8% ï 3x15 min, tlenek propylenu ï 15 min, 

Á przepajanie materiağu mieszaninŃ tlenku propylenu + EPON (1,5 ml mieszaniny A + 3,5 ml 
mieszaniny B + 5 ml tlenku propylenu) ï 24 godz., temp. Pokojowa. 

Przygotowanie Eponu: 

- mieszanina A: EPON 812: 12,4 ml; DDSA: 20,0 ml; 

- mieszanina B: EPON 812: 20 ml; MNA: 17,8 ml. 
Á zatapianie: mieszanina A ï 5 ml + mieszanina B ï 5 ml + DMP ï 5 kropli; polimeryzacja ï 

48 godz. w temp. 60ÁC, 
Á krojenie skrawk·w o gruboŜci 1Õm ï skrawki p·ğcienkie, 
Á ocena skrawk·w p·ğcienkich w mikroskopie Ŝwietlnym (w diagnostyce kğňbuszkowych 
chor·b nerek ï dyskwalifikacja biopunktat·w niezawierajŃcych kğňbuszk·w z dalszej 
procedury), 

Á krojenie skrawk·w ultra cienkich i umieszczenie na siatkach, 
Á kontrastowanie siatek 20% octanem uranylu i cytrynianem oğowiu, 

- octan uranylu: 20 mg octanu uranylu + 100 ml alkoholu metylowego 

- cytrynian oğowiu: 1,33 g azotanu oğowiu + 30 ml wody destylowanej + 1,76g cytrynianu 
sodu + 8 ml 1N NaOH. CağoŜĺ dopeğniĺ wodŃ destylowanŃ do 50 ml. 

 
Przygotowanie 1,3 M buforu kakodylowego: 11,12g kakodylanu sodu + 25 ml wody 
destylowanej + 2 ml 1N HCL. CağoŜĺ dopeğniĺ do 40 ml wodŃ destylowanŃ. 
 

UWAGA! Inne rodzaje materiağu mogŃ wymagaĺ nieco zmodyfikowanej procedury 
przygotowania materiağu, innego stňŨenia glutaraldehydu (od 2% do 3,5%). JeŜli planowane 
jest badanie z zastosowaniem przeciwciağ znakowanych zğotem koloidowym (immunogold), 
stňŨenie glutaraldehydu powinno byĺ jeszcze niŨsze, <1%. KaŨda jednostka wykonujŃca 
diagnostykň w mikroskopie elektronowym powinna posğugiwaĺ siň wğasnŃ zwalidowanŃ 
metodŃ. 

 
3. Badanie w cytometrze przepğywowym 
Badanie w cytometrze przepğywowym umoŨliwia ocenň imunofenotypu kom·rek oraz analizň 
ich DNA. NaŜwietlane sŃ one dokğadnie zogniskowanŃ wiŃzkŃ lasera, kt·ra wzbudza 
fluorochromy zwiŃzane z kom·rkŃ. Przy pomocy odpowiednich detektor·w dokonywany jest 
pomiar stopnia natňŨenia Ŝwiatğa przechodzŃcego (wielkoŜĺ, FSC) i rozproszonego 
(ziarnistoŜĺ, SSC) oraz fluorescencji emitowanej przez wybarwione kom·rki. Dane uzyskane 
w trakcie badania sŃ analizowane i przedstawione na cytogramie. Do analizy moŨna wybraĺ 
dowolnŃ populacjň kom·rek. 
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Przedmiotem niniejszego opracowania jest ustalenie zasad przygotowania materiağu 
tkankowego i cytologicznego do badaŒ metodami biologii molekularnej na potrzeby 
diagnostyki morfologicznej i selekcjonowania chorych do leczenia spersonalizowanego 
prowadzonych w zakğadach patomorfologii. Pierwszy z tych cel·w wynika z postňpu wiedzy 
na temat etiopatogenezy chor·b czğowieka, w szczeg·lnoŜci chor·b nowotworowych i ich 
wsp·ğczesnej klasyfikacji zgodnej z zaleceniami WHO (światowej Organizacji Zdrowia). Drugi 
jest warunkiem sine qua non skutecznego leczenia chor·b, kt·rych podğoŨem sŃ zmiany 
genetyczne w kom·rkach tkanek i narzŃd·w zmienionych chorobowo. W badania te 
zaangaŨowani sŃ lekarze ï specjaliŜci z dziedziny patomorfologii, diagnoŜci laboratoryjni, 
diagnoŜci laboratoryjni ze specjalizacjŃ z zakresu laboratoryjnej genetyki medycznej oraz 
technicy laboratoryjni. 
 
Z praktycznego punktu widzenia genetyczne badania diagnostyczne moŨna podzieliĺ na dwie 
zasadnicze grupy: badania cytogenetyczne ï prowadzone na kom·rkach i skrawkach 
tkankowych, kt·re sŃ oceniane w mikroskopie Ŝwietlnym (CISH) lub fluorescencyjnym (FISH) 
oraz badania molekularne ï wykonywane na materiale genetycznym (DNA, RNA) 
wyizolowanym z jŃder kom·rkowych. Zakğady patomorfologii bňdŃce w strukturze podmiotu 
leczniczego poziomu specjalistycznego i bňdŃce oŜrodkami referencyjnymi powinny 
bezwzglňdnie mieĺ dostňp do obu wymienionych rodzaj·w badaŒ, optymalnie w formie 
wğasnych pracowni, bŃdŦ Ŝcisğej wsp·ğpracy z medycznymi laboratoriami diagnostycznymi 
wykonujŃcymi analizy z zakresu laboratoryjnej genetyki medycznej. 
 
Wymagania dotyczŃce utrwalania, transportu i technicznej obr·bki materiağu ï 
krytyczne elementy procedur z punktu widzenia optymalnego zabezpieczenia materiağu 
genetycznego do badaŒ molekularnych. 
Wszystkie etapy opracowania materiağu cytologicznego i tkankowego (rycina 1) w znaczŃcy 
spos·b wpğywajŃ na jakoŜĺ materiağu genetycznego (DNA/RNA). Jest ona uzaleŨniona od 
wielu czynnik·w, w szczeg·lnoŜci tych, kt·re wystňpujŃ  w pierwszych etapach obr·bki 
materiağu biologicznego (rycina 2). 
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Rycina 1. Droga materiağu biologicznego od pobrania do wydania wyniku. 

 

 
 

Rycina 2. Czynniki wpğywajŃce na jakoŜĺ materiağu wykorzystywanego do badaŒ molekularnych. 

 
Pobranie materiağu i transport 
Materiağ taki jak nieutrwalone tkanki, krew, osocze naleŨy traktowaĺ jako potencjalnie zakaŦny. 
 
Materiağ operacyjny/biopsja 
Czas pomiňdzy pobraniem materiağu a jego utrwaleniem powinien byĺ moŨliwie najkr·tszy. 
Zaleca siň, aŨeby (o ile to moŨliwe) materiağ biologiczny byğ niezwğocznie dostarczany do 
jednostki patomorfologii jako materiağ nieutrwalony i dopiero po wstňpnej ocenie i obr·bce 
przez patomorfologa byğ utrwalany w 10% buforowanej formalinie. UmoŨliwia to wykonanie  
w dalszej kolejnoŜci badania cytogenetycznego oraz zabezpieczenie nieutrwalonego, 
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zamroŨonego materiağu biologicznego na potrzeby badaŒ molekularnych). Czas jaki upğynŃğ 
od momentu pobrania pr·bki do umieszczenia jej w pojemniku z buforowanŃ formalinŃ i sam 
czas utrwalania muszŃ byĺ ŜciŜle monitorowane i dokumentowane. 
 
JeŨeli materiağ tkankowy zostağ umieszczony w pojemniku z formalinŃ na sali operacyjnej, to 
w przypadku duŨych fragment·w tkankowych zaleca siň jak najszybsze (do 30 minut) 
dostarczenie ich do jednostki patomorfologii celem podzielenia na mniejsze fragmenty lub 
wstňpnego sekcjonowania preparatu operacyjnego dla uğatwienia prawidğowej penetracji 
formaliny. 
 
W przypadku koniecznoŜci transportu materiağu tkankowego na znaczne odlegğoŜci powinien 
on byĺ niezwğocznie umieszczony w pojemniku z buforowanŃ formalinŃ w temperaturze 
pokojowej, a nastňpnie schğodzony do temperatury 4oC (ma to krytyczne znaczenie  
w przypadku planowanej izolacji RNA). 
 
Rodzaje materiağu biologicznego i spos·b ich utrwalania 
W pracowniach/zakğadach patomorfologii najczňŜciej wykorzystywany jest materiağ 
cytologiczny i histologiczny, w dalszej czňŜci wytycznych zwany materiağem biologicznym. 
 
1. Materiağ do badaŒ cytogenetycznych 
W przypadku planowania klasycznego badania cytogenetycznego nieutrwalony materiağ 
biologiczny, umieszczony w jağowej soli fizjologicznej lub w medium hodowlanym zalecanym 
przez laboratorium musi byĺ dostarczony do pracowni/zakğadu patomorfologii w warunkach 
sterylnych. Pr·bkň naleŨy transportowaĺ w pojemniku gwarantujŃcym utrzymanie temperatury 
wewnňtrznej ok. 4oC i w trybie pilnym (w ciŃgu 15-30 minut) przekazaĺ do pracowni/zakğadu 
patomorfologii. Z dostarczonego materiağu biologicznego ï w warunkach peğnej aseptyki ï 
pobierane sŃ drobne pr·bki do badania cytogenetycznego i umieszczane w medium 
hodowlanym (np. w pğynie Hanksa z antybiotykami) i nastňpnie przesyğane do pracowni 
cytogenetycznej (warunki transportu jak wyŨej). 
 

UWAGA! W przypadku materiağ·w biologicznych przeznaczonych do badaŒ morfologicznych 
niedopuszczalne jest pobieranie pr·bek do badania cytogenetycznego poza jednostkŃ 
patomorfologii (tj. na sali operacyjnej lub w ambulatorium). O wyborze pr·bki do badania 
cytogenetycznego decyduje lekarz patomorfolog odpowiedzialny za wynik badania 
morfologicznego. 

 
2. Nieutrwalony (zamroŨony) materiağ biologiczny do badaŒ cytogenetycznych  
i molekularnych (zabezpieczenie nieutrwalonego materiağu biologicznego) 

W przypadku planowego zabezpieczania nieutrwalonego materiağu biologicznego do 
przyszğych badaŒ cytogenetycznych i molekularnych pr·bki materiağu naleŨy zamroziĺ 
(najlepiej technikŃ snap freezing w ciekğym azocie) a nastňpnie przechowywaĺ w temperaturze 
poniŨej -70oC (przechowywanie nie wymaga stosowania Ũadnych substancji stabilizujŃcych, 
moŨe trwaĺ przez czas nieograniczony)*. Do przechowywania tkanek w takich warunkach 
stosuje siň prob·wki z odpowiednich tworzyw sztucznych. NaleŨy unikaĺ kilkukrotnego 
zamraŨania i rozmraŨania materiağu, dlatego materiağ przeznaczony do bankowania najlepiej 
jeszcze przed zamroŨeniem podzieliĺ na drobne fragmenty. 
 
*JeŨeli planowane jest wykonanie badania molekularnego opartego na wyizolowanym DNA, 
dopuszcza siň wstňpne zamroŨenie materiağu w temperaturze -20ÁC, ale jedynie na okres 12 
miesiňcy. Tego typu materiağ jest jednak z reguğy nieprzydatny do badania, w kt·rym 
wyjŜciowym materiağem jest wyizolowane RNA. 
 

UWAGA! Patomorfolog pobierajŃcy materiağ do badaŒ cytogenetycznych (punkt 1)  
i molekularnych (punkt 2) musi bezwzglňdnie pamiňtaĺ o priorytetowym zabezpieczeniu 
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tkanki na badanie histopatologiczne. Dlatego teŨ istotnym elementem poprzedzajŃcym 
decyzjň o przekazaniu materiağu do badaŒ cytogenetycznych i/lub molekularnych jest 
wstňpna ocena makroskopowa dostarczonego materiağu oraz wğaŜciwe rozdzielenie tkanki 
na badania histologiczne i wymienione wyŨej badania dodatkowe. Pobranie pr·bek na tym 
etapie musi odbywaĺ siň w taki spos·b, aby nie utrudniağo to p·Ŧniejszej oceny materiağu 
utrwalonego w formalinie (wymiary patologicznego ogniska, ocena margines·w 
chirurgicznych) i pobierania wycink·w do rutynowego badania histologicznego na potrzeby 
finalnego raportu morfologicznego. 

 
3. Rodzaje materiağu biologicznego 
Á Materiağ cytologiczny 

- rozmaz ï utrwalanie, z wykorzystaniem alkoholu etylowy (95-96%) naleŨy rozpoczŃĺ 
natychmiast po wykonaniu rozmazu. Warunkuje to uzyskanie wysokiej jakoŜci kwas·w 
nukleinowych (DNA i/lub RNA) wyizolowanych z kom·rek. NaleŨy pamiňtaĺ, Ũe jest to 
materiağ unikalny, a jego wykorzystanie do izolacji kwas·w nukleinowych wiŃŨe siň  
z nieodwracalnym zniszczeniem preparatu. 

- cytoblok ï materiağ cytologiczny utrwalony bezpoŜrednio po zaaspirowaniu. Zasady 
przygotowania cytobloku zostağy opisane w rozdz. 19 dotyczŃcym cytologii. 

 
Á Pğynna biopsja 
Krew obwodowŃ naleŨy pobieraĺ do: 

- prob·wek z EDTA. 
 
Á Histologiczny 

- mağy ï biopsja gruboigğowa, biopsja mammotomiczna, materiağ z bronchofiberoskopii, 
biopsja chirurgiczna np. drobny wycinek ze sk·ry ï powinien byĺ utrwalany w 10% 
zbuforowanej formalinie (4% roztw·r formaldehydu) o pH 7,2-7,4 przez 6-24/48 godz., 
w temperaturze nie wyŨszej niŨ pokojowa. 

- duŨy ï materiağ uzyskiwany w wyniku zabieg·w operacyjnych ï powinien byĺ utrwalany 
w 10% zbuforowanej formalinie (4% roztw·r formaldehydu) o pH 7,2-7,4 przez 12-48/72 
godz., w temperaturze nie wyŨszej niŨ pokojowa. 

 

UWAGA! Nie zaleca siň utrwalania poniŨej 6 godzin, poniewaŨ ma to negatywny wpğyw na 
rutynowe barwienie HE oraz ocenň wynik·w badaŒ immunohistochemicznych i badaŒ 
technikŃ FISH. Z kolei utrwalanie powyŨej 48 godzin obarczone jest ryzykiem degradacji 
DNA i RNA, co moŨe ograniczaĺ warunki techniczne wykonania badania molekularnego.  
W zwiŃzku z tym zaleca siň utrwalanie materiağu biologicznego przez 12 do 48 godz. Przy 
braku moŨliwoŜci speğnienia tego warunku dopuszczalne jest utrwalanie przez okres 72 
godz., aczkolwiek naleŨy siň liczyĺ z moŨliwŃ degradacjŃ DNA i RNA. W takim przypadku 
moŨna rozwaŨyĺ pociňcie materiağu na plastry oddzielone warstwŃ gazy (celem lepszej 
penetracji formaliny). 

 
Stosunek objňtoŜci utrwalacza do tkanki powinien wynosiĺ co najmniej 10:1. NaleŨy uŨywaĺ 
ŜwieŨego odczynnika i kontrolowaĺ jego pH, poniewaŨ degradacja formaliny i jej kwaŜne pH 
powodujŃ obniŨenie jakoŜci izolowanego materiağu. 
 
Nie naleŨy dodawaĺ do formaliny zwiŃzk·w zaburzajŃcych reakcjň PCR (zwiŃzki rtňci, litu, 
cynk, EDTA, EGTA, kwasy). R·wnieŨ kwasy stosowane do odwapnienia tkanki mogŃ 
powodowaĺ obniŨenie jakoŜci DNA. Utrwalanie w temperaturze 4oC pozwala uzyskaĺ DNA  
o lepszej jakoŜci. 
 
Á Obr·bka i zatopienie materiağu 
Dalsza obr·bka tkanki powinna byĺ przeprowadzona w procesorze tkankowym. NaleŨy 
zwr·ciĺ uwagň, aby odczynniki byğy regularnie wymieniane/kontrolowane, a czas trwania 
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procedury monitorowany. Tkanka musi byĺ cağkowicie odwodniona, aby nie doprowadziĺ do 
degradacji materiağu. 
 
Do zatopienia tkanek naleŨy uŨywaĺ parafin o niskiej temperaturze topnienia (55oC-60oC) bez 
dodatk·w np. wosku pszczelego. W czasie zatapiania nie powinno siň uŨywaĺ zbyt gorŃcej 
parafiny. 
 
Wyb·r materiağu do badaŒ molekularnych 
 

Techniki molekularne i dopuszczone rodzaje utrwalania materiağu 

 PCR 
RT-
PCR 

S/NGS ISH IHC 

materiağ ŜwieŨy wycinki/bioptaty ++ ++2 ++ ++ ++ 

materiağ mroŨony wycinki/skrawki ++ ++ ++ + + 

materiağ utrwalony w formalinie 
wycinki/bioptaty 

+ +/-1 + ++ ++ 

materiağ parafinowy bloczki/skrawki + -1 + ++ ++ 

rozmaz cytologiczny/odcisk3 + -1 + + + 
 

PCR ï ğaŒcuchowa reakcja polimerazy wraz z odmianami (m.in. RT-PCR, ddPCR, dPCR), RT-PCR ï odwrotna 
ğaŒcuchowa reakcja polimerazy i techniki pokrewne (w tym macierze cDNA), S/NGS ï sekwencjonowanie metodŃ 
Sangera/sekwencjonowanie nastňpnej generacji, ISH ï techniki hybrydyzacji in-situ w odmianach (FISH, CISH SISH), 
IHC ï immunohistochemia i inne techniki oceny ekspresji na poziomie produktu biağkowego. (++) ï materiağ optymalny, 
(+) ï materiağ zdatny do badania, (+/-) ï materiağ przydatny warunkowo, (-) ï materiağ nieprzydatny, 1materiağ zdatny do 
badania jedynie w przypadku wykrywania produkt·w fuzyjnych lub ksenogenicznych (patogeny), 2jeŜli czas od pobrania 
do izolacji materiağu genetycznego jest dğuŨszy niŨ 15 minut zaleca siň stosowanie inhibitor·w RNA-zy, 3do badania zdatne 
sŃ rozmazy utrwalone niezabarwione. 

 
Zasady og·lne pobierania utrwalania transportu i kwalifikacji pr·bek do badaŒ 
molekularnych 
Á KaŨdorazowo pr·bka do badania molekularnego powinna zostaĺ oceniona przez lekarza 
patomorfologa pod kŃtem obecnoŜci w niej utkania bňdŃcego przedmiotem planowanego 
badania. 

Á W przypadku dostňpnoŜci wiňkszej liczby pr·bek lekarz patomorfolog dokonuje wyboru 
najbardziej adekwatnej pr·bki biorŃc pod uwagň rodzaj planowanego badania molekularnego, 
dostňpnoŜĺ materiağu biologicznego oraz jego kolejne planowane/przewidywane etapy 
diagnostyki, w tym technikami innymi niŨ molekularne. 

Á W raporcie z oceny/wyboru pr·bki powinny siň znaleŦĺ co najmniej: 

- dane identyfikacyjne pacjenta (imiň i nazwisko, PESEL), 

- dane identyfikujŃce pr·bkň, 

- stwierdzenie adekwatnoŜci pr·bki do badania, 

- procentowy udziağ utkania patologicznego w pr·bce, 

- data oceny, 

- dane identyfikujŃce oceniajŃcego lekarza. 
Á JeŜli cyfrowy zapis obrazu cytologicznego jest moŨliwy, naleŨy dŃŨyĺ do pomiaru 
procentowego udziağu utkania patologicznego w pr·bce metodami morfometrycznymi. Ta 
technika pomiaru jest bardziej precyzyjna, a dokonana analiza zostaje udokumentowana. 

Á W przypadku braku pr·bki zdatnej do badania lekarz patomorfolog moŨe zaleciĺ pobranie 
materiağu specjalnie dla cel·w wykonania badania molekularnego. 

 
Uzyskanie materiağu z bloczk·w parafinowych do analiz molekularnych 
Materiağ moŨna uzyskaĺ ze: 
Á skrawk·w umieszczanych w prob·wkach, 
Á skrawk·w przeniesionych na szkieğko podstawowe, 
Á wağeczk·w (punches) o Ŝrednicy 1 mm, pobranych z zaznaczonego obszaru bloczka 

parafinowego. 
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Wymogi techniczne pobrania materiağu z bloczka parafinowego do cel·w izolacji 
kwas·w nukleinowych 
Á Powierzchniň skrawanŃ bloczka naleŨy wstňpnie oczyŜciĺ jağowym gazikiem nasŃczonym 

96% roztworem etanolu, a nastňpnie skroiĺ 3-5 skrawk·w, kt·re naleŨy odrzuciĺ. NaleŨy 
rozwaŨyĺ skrojenie i odrzucenie wiňkszej liczby skrawk·w w przypadku materiağu 
archiwalnego starszego niŨ 2 lata. 

Á WğaŜciwy materiağ pobierany jest w postaci 1-8 skrawk·w parafinowych gruboŜci 5-8 Õm  
(w zaleŨnoŜci od wielkoŜci pr·bki i udziağu w niej utkania patologicznego); np. rak jelita 
grubego: w przypadku duŨych fragment·w (Ŝrednica powyŨej 1 cm) zazwyczaj wystarczajŃ 
2-3 skrawki (gruboŜĺ 4-5 Õm), w przypadku mniejszych fragment·w (3-4 mm) izolacja 
powinna byĺ wykonana z co najmniej 5 skrawk·w. 

Á Skrawki naleŨy umieŜciĺ w sterylnej, hermetycznie zamykanej, jednoznacznie oznakowanej 
prob·wce typu eppendorf. 
Bezwzglňdnie naleŨy wyeliminowaĺ moŨliwoŜĺ wzajemnej kontaminacji pr·bek poprzez 
dokğadne oczyszczenie stolika mikrotomu oraz wymianň ostrza po kaŨdej pr·bce.  
W przypadku pr·bek na badania innej niŨ na obecnoŜĺ patogen·w dopuszcza siň dokğadne, 
mechaniczne oczyszczenie ostrza jağowym gazikiem nasŃczonym 96% roztworem etanolu 
(po jego wczeŜniejszym demontaŨu z uchwytu mikrotomu). Konieczne jest teŨ 
przestrzeganie pozostağych zasad zabezpieczenia przed kontaminacjŃ: 

- osoba krojŃca materiağ powinna nosiĺ rňkawiczki, 

- naleŨy zmieniaĺ czňsto noŨe (optymalnie osobny n·Ũ dla kaŨdego bloczka), 

- naleŨy korzystaĺ z jednorazowych pojemnik·w przy przenoszeniu skrawk·w na szkieğko, 

- ğaŦniň wodnŃ (wyprostowywanie skrawka) moŨna zastŃpiĺ kroplŃ wody na szkieğku 
(optymalnie wodŃ przeznaczonŃ do reakcji PCR), 

- naleŨy zwr·ciĺ uwagň, aby procedury dekontaminacji nie obniŨyğy poziomu izolowanego 
DNA np. nie przecieraĺ noŨa substancjami typu DNA-za bezpoŜrednio przed krojeniem 
bloczka, ograniczyĺ uŨycie substancji mogŃcych byĺ inhibitorami reakcji PCR, 

- naleŨy czyŜciĺ narzňdzia 100% etanolem. 
Á Z ostatniego pobranego skrawka naleŨy wykonaĺ preparat barwiony H-E i potwierdziĺ  
w nim udziağ odsetkowy utkania patologicznego w cağoŜci pr·bki. 

Á W przypadku udziağu utkania patologicznego w pr·bce <30% (S/NGS) lub 1-2% (PCR/rt-
PCR) zaleca siň zastosowanie technik makrodysekcji. KaŨdorazowo powyŨsze wartoŜci 
graniczne powinny byĺ dostosowane do parametr·w analitycznych planowanego testu 
molekularnego. 

 
Szkieğka ze skrawkami tkanki powinny byĺ zgrzane w 37oC przez noc lub 30-45 min w 56oC. 
MoŨna je od razu wykorzystaĺ do analizy albo przechowaĺ w temperaturze pokojowej  
w zamkniňtym pudeğku, chronione przed Ŝwiatğem i kurzem. Zaleca siň wykorzystanie do 
izolacji ŜwieŨych skrawk·w. 
 
Pobieranie, utrwalanie i przygotowanie materiağu do badaŒ technikŃ ISH 
Á Do badaŒ ISH mogŃ byĺ wykorzystane wycinki tkanek, ŜwieŨe, utrwalone w formalinie  

i zatopione w parafinie, rozmazy cytologiczne utrwalone w alkoholu (w tym zawiesiny 
kom·rek z hodowli kom·rkowych). 

Á Wykonanie ISH na materiale mroŨonym jest dopuszczalne, jednak nie jest optymalne ï 
naleŨy siň liczyĺ z zatarciem morfologii ocenianych tkanek i trudnoŜciami w ocenie wynik·w 
ISH. 

Á Do utrwalania wycink·w naleŨy wykorzystywaĺ wyğŃcznie 10% zbuforowany roztw·r 
formaliny (4% roztw·r wodny formaldehydu o pH 7,2-7,4). Czas utrwalania musi mieŜciĺ 
siň w granicach 6-72 godzin, a od chwili pobrania tkanki do momentu jej umieszczenia  
w utrwalaczu nie moŨe minŃĺ wiňcej niŨ 30 minut. Wycinek nie moŨe byĺ grubszy niŨ 10 
mm i powinien zostaĺ umieszczony w objňtoŜci utrwalacza 10-krotnie wiňkszej niŨ objňtoŜĺ 
tkanki. 

Á W trakcie przygotowywania wycinka/bioptatu nie jest wskazane podbarwianie 
hematoksylinŃ. Dopuszcza siň podbarwianie rozcieŒczonŃ eozynŃ. 
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Á GruboŜĺ skrawk·w poddawanych ocenie technikami ISH powinna siň mieŜciĺ w przedziale 
5-8 Õm. Wykonywanie skrawk·w innej gruboŜci moŨe wpğynŃĺ na zafağszowanie wynik·w 
badania szczeg·lnie w odniesieniu do sond enumeracyjnych. 

Á W przypadku materiağu archiwalnego konieczne jest odrzucenie kilku pierwszych 
skrawk·w. 

Á Do badania naleŨy kierowaĺ bloczki. Przesyğanie skrawk·w dopuszczalne jest jedynie 
wyjŃtkowo. W takim przypadku nieodparafinowane skrawki powinny byĺ zabezpieczone 
przed wpğywem wilgoci i powietrza, a badanie naleŨy wykonaĺ w przeciŃgu 7 dni od 
skrojenia. 

 
Przechowywanie 
Bloczki parafinowe powinny byĺ chronione przed nadmiernŃ wilgotnoŜciŃ, wysuszeniem, 
Ŝwiatğem i temperaturŃ. Materiağ do analiz molekularnych naleŨy skrawaĺ bezpoŜrednio przed 
analizŃ. 
 
Rodzaje mutacji oraz techniki biologii molekularnej wykorzystywane do diagnostyki 
morfologicznej oraz badaŒ predykcyjnych (tabela 1) 
 
Mutacje ze wzglňdu na ich zasiňg (tj. wystňpowanie w r·Ũnych kom·rkach) moŨna podzieliĺ 
na: 
Á Somatyczne ï zostağy nabyte w ciŃgu Ũycia i dotyczŃ tylko czňŜci kom·rek lub tkanek  
(np. wystňpujŃ jedynie w kom·rkach badanego nowotworu). 

Á Dziedziczne (germinalne, konstytutywne) ï sŃ obecne we wszystkich kom·rkach 
organizmu, takŨe w kom·rkach rozrodczych i przekazywane z pokolenia na pokolenie. 

 
Badanie wykonywane w tkance nowotworowej zazwyczaj ma na celu wykrycie mutacji 
somatycznych. Stwierdzenie czy wykryty wariant patogenny jest wariantem dziedzicznym 
wymaga oceny materiağu genetycznego pochodzŃcego z tkanki prawidğowej (np. limfocyty, czy 
kom·rki pochodzŃce ze Ŝliny czy wymazu). NaleŨy teŨ pamiňtaĺ, Ũe zmiany germinalne mogŃ 
mieĺ r·wnieŨ znaczenie diagnostyczne, jak w przypadku nowotwor·w, kt·re rozwijajŃ siň na 
podğoŨu zespoğ·w genetycznych. Przykğadem sŃ germinalne zmiany w genie DICER1 
zwiŃzane z wystňpowaniem rozrostu o typie pleuropulmonary blastoma. 
 
qPCR ï iloŜciowy PCR w oparciu o sondy fluorescencyjne, np. testy pozwalajŃce na 
identyfikacjň wariant·w genetycznych w genach EGFR, BRAF, KRAS, NRAS i innych. 
Technika szybka (badanie moŨna wykonaĺ w ciŃgu jednego dnia), o czuğoŜci w zakresie 1-5% 
allelu z mutacjŃ. Ma szerokie zastosowanie w diagnostyce znanych wariant·w punktowych 
oraz kilkunukleotydowych delecji i insercji. Technika ta nie pozwala na identyfikacjň nowych 
wariant·w genetycznych. 
 
ddPCR ï kroplowy cyfrowy PCR ï jest to metoda charakteryzujŃca siň bardzo duŨŃ czuğoŜciŃ 
(0,01-1%) i jest wykorzystywana miňdzy innymi do identyfikacji mutacji T790M w EGFR  
w osoczu (pğynna biopsja) u chorych na niedrobnokom·rkowego raka pğuca wykazujŃcych 
opornoŜĺ wt·rnŃ na inhibitory kinazy EGFR I i II generacji. 
 
Sekwencjonowanie metodŃ Sangera ï technika uznawana za zğoty standard w diagnostyce 
molekularnej. Jej ograniczeniem jest czuğoŜĺ (10-20% allelu z mutacjŃ), stŃd dopuszczalne 
jest wykorzystanie materiağ·w z odsetkiem kom·rek nowotworowych na poziomie co najmniej 
50%. Technika ta znajduje zastosowanie przy badaniu mutacji dziedzicznych w DNA 
izolowanym z krwi pacjent·w. Metoda ta jest wykorzystywana r·wnieŨ do analizy mutacji  
w genach EGFR, BRAF, KRAS, NRAS. Czas wykonania badania wynosi 2 dni. 
 
Sekwencjonowanie Nastňpnej Generacji (NGS). CzuğoŜĺ tej techniki to 1-5% allelu  
z mutacjŃ. Jej zaletŃ jest moŨliwoŜĺ r·wnoczesnej identyfikacji wielu patogennych wariant·w 
z czuğoŜciŃ wyŨszŃ niŨ w sekwencjonowaniu wg Sangera. WadŃ jest zğoŨonoŜĺ procedury 
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badania oraz bioinformatycznej analizy danych, co przekğada siň na dğugi czas jaki upğywa od 
pobrania pr·bki do uzyskania wyniku (obecnie Ŝrednio 3 tygodnie). Jest to podstawowa 
metoda oceny patogennych wariant·w w wielu genach jednoczeŜnie lub w genach 
zbudowanych z wielu (>10-15) ekson·w. Wykorzystywana jest m.in. do analizy mutacji  
w cağych sekwencjach kodujŃcych BRCA1 i BRCA2 lub w badaniach predykcyjnych do terapii 
ukierunkowanych molekularnie w niedrobnokom·rkowym raku pğuca, zwğaszcza jeŜli 
konieczne jest oznaczenie licznych biomarker·w (mutacje EGFR, BRAF, wkr·tce MET oraz 
translokacje ALK, ROS1, NTRK1-3), w oparciu o skŃpy materiağ biopsyjny. 
 
Metoda MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) jest odmianŃ metody 
PCR multipleks. CechŃ wyr·ŨniajŃcŃ tň metodň jest fakt, Ũe amplifikacji nie ulegajŃ badane 
sekwencje DNA tylko sondy, kt·re hybrydyzowağy z badanymi sekwencjami. Metoda ta 
pozwala na ocenň liczby kopii badanego odcinka (delecje i duplikacje dğuŨszych fragment·w 
DNA) a takŨe ocenň metylacji (Methylation-specific MLPA ï MS-MLPA). 
 
Metoda CGH (comparative genomic hybridization) ï por·wnawcza hybrydyzacja 
genomowa. Pozwala na identyfikacjň delecji, duplikacji czy transpozycji wiňkszych 
fragment·w DNA. Metoda ta nie wymaga hodowli kom·rek i izolacji chromosom·w. Polega na 
hybrydyzacji fluorescencyjnie wyznakowanego DNA kom·rek pacjenta do prawidğowego DNA 
wzorcowych chromosom·w metafazowych. 
 
Technika aCGH, mikromacierz CGH (aCGH-array-CGH). Stosowana do badania zmian  
w genomie (duplikacja, delecja, aneuploidia, amplifikacja). Polega na kompetycyjnej 
hybrydyzacji do sond osadzonych na pğytce wyznakowanego dwoma r·Ũnymi fluorochromami 
sekwencji genomowego DNA pacjenta i kontroli. UmoŨliwia identyfikacjň aberracji 
niemoŨliwych do wykrycia w standardowym badaniu cytogenetycznym. 
 
Hybrydyzacja in situ kwas·w nukleinowych. Grupa technik diagnostycznych 
wykorzystujŃcych znakowane, komplementarne fragmenty kwas·w nukleinowych (sondy 
molekularne) do wykrywania i lokalizowania specyficznych sekwencji DNA lub RNA  
w badanych kom·rkach. Praktycznie wykorzystywane sŃ dwie odmiany ISH: 
1. fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z wykorzystaniem sond znakowanych 

fluorochromami, 
2. techniki jasnego pola z sondami znakowanymi chromogenami obserwowanymi  
w mikroskopie Ŝwietlnym w Ŝwietle przechodzŃcym (SISH, CISH). 

 
Wyr·Ũnia siň dwa rodzaje sond praktycznie wykorzystywanych w diagnostyce ze wzglňdu  
na przeznaczenie, tj. sondy: 
Á do oceny aberracji liczbowych (enumeracyjne): 

- locus-specyficzne, 

- Ŭ-satelitarne (centromerowe). 
Á do oceny aberracji strukturalnych: 

- rozdzielcze, 

- fuzyjne, 

- kombinowane fuzyjno-rozdzielcze. 
 
Zalecenia og·lne dotyczŃce badaŒ ISH 
Á W diagnostyce powinny byĺ wykorzystywane sondy posiadajŃce certyfikat (CE-IVD) do 

diagnostyki medycznej. W takim przypadku przy wprowadzeniu do praktycznego uŨycia w 
danej jednostce patomorfologii naleŨy wykonaĺ procedurň uproszczonej walidacji 
wewnŃtrzlaboratoryjnej. Dopuszcza siň uŨycie sond nie posiadajŃcych certyfikatu do 
diagnostyki po przeprowadzeniu procedury peğnej walidacji wewnŃtrzlaboratoryjnej. 

Á Zalecane jest wykorzystywanie sond znakowanych fluorescencyjnie (FISH),  
w szczeg·lnoŜci w przypadku oceny aberracji strukturalnych oraz sond (zestaw·w) 
zawierajŃcych sondň kontrolnŃ (kontrola wewnňtrzna). 
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Á Jednostka patomorfologii wykonujŃca ocenň technikŃ FISH powinna dysponowaĺ 
mikroskopem fluorescencyjnym z certyfikatem do diagnostyki medycznej wyposaŨonym  
w obiektywy klasy co najmniej plan-fluorit o powiňkszeniach 10x, 20x i 100x z moŨliwoŜciŃ 
rejestracji obrazu mikroskopowego. Mikroskop powinien byĺ wyposaŨony w filtry 
fluorescencyjne dostosowane do charakterystyki emisyjnej fluorochrom·w znakujŃcych 
sondy wykorzystywane w prowadzonej diagnostyce. W przypadku aberracji strukturalnych 
obligatoryjne jest stosowanie filtr·w wielokrotnych z korekcjŃ przesuniňcia obraz·w. 

 

Metody badaŒ molekularnych i ich zastosowanie 

Metoda Wykorzystanie 

DHPLC (denaturing high performance liquid 
chromatography) ï wysokosprawna 
denaturujŃca chromatografia cieczowa 

PoŜrednia metoda wykrywania mutacji 
punktowych 

PCR (polymerase chain reaction) ï reakcja 
ğaŒcuchowa polimerazy i jej modyfikacje 

Polega na wielokrotnym powieleniu ŜciŜle 
okreŜlonego fragmentu DNA 

qPCR (quantitative polymerase chain reaction) 
ï iloŜciowa reakcja ğaŒcuchowa polimerazy, 
reakcja ğaŒcuchowa polimerazy w czasie 

rzeczywistym 

Ocena wystňpowania mutacji, polimorfizm·w, 
liczby kopii DNA (np. wirus·w), metylacji gen·w 

Sekwencjonowanie metodŃ Sangera 
Wykrywanie mutacji w obrňbie kr·tkich 

fragment·w DNA 
NGS (next-generation sequencing) ï 
sekwencjonowanie nowej generacji 

Wykrywanie mutacji w obrňbie cağych gen·w lub 
paneli genowych 

Metoda PCR-SSCP(single strand conformation 
polimorphism) ï polimorfizm konformacji 

pojedynczych nici DNA 

Wykrywanie mutacji punktowych (metoda  
o niskiej czuğoŜci, bardzo rzadko stosowana) 

Metoda PCR-RFLP (restriction fragments length 
polymorphism) ï polimorfizm dğugoŜci 

fragment·w restrykcyjnych 
Wykrywanie mutacji 

Metoda MLPA (multiplex ligation-dependent 
probe amplification) 

Detekcja delecji i duplikacji dğuŨszych sekwencji, 
badanie poziomu metylacji 

ISH (in situ hybridization) ï hybrydyzacja  
in situ 

FISH (fluorescence in situ hybridization) - 
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 

Badanie rearanŨacji gen·w, 
ocena gen·w fuzyjnych, 

Badanie amplifikacji lub delecji gen·w 

CGH (comparative genomic hybridization) ï 
por·wnawcza hybrydyzacja genomowa 
(aCGH (array-CGH) mikromacierz CGH) 

Detekcja duplikacji, delecji, transpozycji 
wiňkszych fragment·w DNA, liczby kopii genu 

Mikromacierze DNA Jednoczesna ocena wielu tysiňcy gen·w 

Elektroforeza, elektroforeza kapilarna 
Etap wielu analiz polegajŃcy na rozdzieleniu 

fragment·w DNA 

 
Szczeg·lne informacje wymagane w skierowaniu (wzory skierowaŒ na badania 
molekularne zgodne z wymogami NFZ) 
Informacje odnoszŃce siň do danych, jakie muszŃ siň znaleŦĺ w zleceniu na badania genetyczne 
oraz w formularzu Ŝwiadomej zgody, zawarte zostağy w obwieszczeniu z dnia 5 wrzeŜnia 2019 r.  
w sprawie ogğoszenia jednolitego tekstu rozporzŃdzenia Ministra Zdrowia, w sprawie standard·w 
jakoŜci dla medycznych laboratori·w diagnostycznych i mikrobiologicznych, w zakresie zmian 
somatycznych ï w punkcie dotyczŃcym standard·w w zakresie wykonywania badaŒ genetycznych 
dla cel·w zdrowotnych w niehematologicznych nowotworach nabytych oraz z zakresie zmian 
germinalnych w ï punkcie dotyczŃcym standard·w jakoŜci dla laboratorium w zakresie czynnoŜci 
laboratoryjnej genetyki medycznej. 
Formularz skierowania na badanie zostağ opisany w rozdziale 7. 
 
Formularz zgody na wykonanie badania genetycznego powinien zawieraĺ: 
Á Dane pacjenta: 

- imiň i nazwisko, 
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- datň urodzenia, 

- numer PESEL, a w przypadku osoby nieposiadajŃcej numeru PESEL ï nazwň i numer 
dokumentu potwierdzajŃcego toŨsamoŜĺ. 

Á W przypadku gdy pacjentem jest osoba mağoletnia albo cağkowicie ubezwğasnowolniona ï 
dane przedstawiciela ustawowego: 

- imiň i nazwisko, 

- adres miejsca zamieszkania. 
Á Rodzaj materiağu do badania. 
Á OkreŜlenie celu badania (wskazania do badania). 
Á Adnotacjň, Ũe pacjent uzyskağ od lekarza zlecajŃcego badanie informacjň, o kt·rej mowa w 

art. 9 ust. 2 ustawy z dnia 6 listopada 2008 r. o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta 
(Dz. U. z 2012 r. poz. 159, z p·Ŧn. zm), w szczeg·lnoŜci o istocie podejrzewanej choroby  
i znaczeniu diagnostycznym planowanego badania genetycznego. 

Á Datň i podpis pacjenta lub jego przedstawiciela ustawowego, a w przypadku gdy osoba ta 
nie moŨe zğoŨyĺ podpisu ï adnotacjň lekarza o przyczynach niemoŨnoŜci zğoŨenia podpisu 
przez uprawnionŃ osobň, opatrzonŃ podpisami lekarza oraz innej osoby obecnej przy 
wyraŨeniu zgody. 

 
Dz.U.2016.1665 t. j. z dnia 11 paŦdziernika 20116 roku 
Standardy jakoŜci dla medycznych laboratori·w diagnostycznych i mikrobiologicznych. 
 
Dz.U. z dnia 11 wrzeŜnia 2015 r., poz. 1372 
RozporzŃdzenie Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 r. zmieniajŃce rozporzŃdzenie w sprawie 
standard·w jakoŜci dla medycznych laboratori·w diagnostycznych i mikrobiologicznych. 
 
Zasady oceny mikroskopowej materiağu cytologicznego i tkankowego na potrzeby 
badaŒ molekularnych 
W obwieszczeniu z dnia 5 wrzeŜnia 2019 r. w sprawie ogğoszenia jednolitego tekstu 
rozporzŃdzenia Ministra Zdrowia, w sprawie standard·w jakoŜci dla medycznych laboratori·w 
diagnostycznych i mikrobiologicznych, umieszczona jest informacja o koniecznoŜci 
dokonywania oceny odsetka kom·rek nowotworowych w materiale przeznaczonym do badaŒ 
molekularnych. 
 
Zalecane jest, by patolog juŨ na etapie oceny histopatologicznej wybrağ najbardziej 
reprezentatywny preparat mikroskopowy i zaznaczyğ na nim fragmenty zawierajŃce kom·rki 
nowotworowe oraz oceniğ ich odsetek (rycina 3). We fragmentach wybranych do analiz 
molekularnych naleŨy unikaĺ p·l martwicy, jednakŨe powinny byĺ one opisane. Czasem 
wymagane jest r·wnieŨ zaznaczenie kilku obszar·w do makrodysekcji. Istotne jest, by 
preparat HE uŨyty do oceny odsetka kom·rek nowotworowych wykonany byğ ze skrawka 
bezpoŜrednio poprzedzajŃcego skrawki do izolacji DNA/RNA. 
 

 
 

Rycina 3. Preparat histopatologiczny z zaznaczonym obszarem nowotworu i procentem kom·rek nowotworowych [w 
modyfikacji wğasnej]. 

 

PoniewaŨ DNA izoluje siň z jŃder kom·rkowych naleŨy w ocenianym fragmencie podaĺ 
procent kom·rek nowotworowych rozumiany jako stosunek liczby kom·rek nowotworowych 
(ich jŃder) do liczby wszystkich kom·rek w zaznaczonym obszarze (cağkowita iloŜĺ jŃder) a nie 
do zajmowanego przez nie obszaru. R·Ũnice w wielkoŜci pomiňdzy kom·rkami 
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nowotworowymi a prawidğowymi oraz struktura podŜcieliska mogŃ wpğynŃĺ na obszar 
zajmowany przez kom·rki nowotworowe, nie zmieniajŃc procentu kom·rek nowotworowych 
(rycina 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rycina 4. Wpğyw budowy kom·rek i podŜcieliska na obszar przez nie zajmowany [w modyfikacji wğasnej]. 

 
NaleŨy pamiňtaĺ, Ũe np. do wykonania badania metodŃ NGS potrzeba co najmniej 10 ng DNA 
lub 10 ng RNA, a do wykonania badania qPCR (np. badanie mutacji genu EGFR) potrzeba na 
jednŃ reakcjň od 2-6 ng materiağu genetycznego, przy czym zwykle wykonywanych jest od 5-
8 reakcji dla jednego chorego. 
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Cytopatologia/cytologia jest badaniem mikroskopowym, kt·re zajmuje siň ocenŃ kom·rek 
uzyskanych r·Ũnymi metodami ze zmian podejrzanych o charakter nowotworowy. Badania 
cytologiczne pozwalajŃ nie tylko na rozpoznanie nowotworu, ale r·wnieŨ oceniĺ zagroŨenie 
procesem nowotworowym (badania przesiewowe). 
 
W zaleŨnoŜci od sposobu pobrania materiağu diagnostykň cytologicznŃ dzieli siň na cytologiň 
zğuszczeniowŃ i aspiracyjnŃ. 
 
Rodzaje materiağu cytologicznego przeznaczone do oceny mikroskopowej: 
Á rozmazy cytologiczne ï materiağ cytologii zğuszczeniowej i cytologii aspiracyjnej, opracowany 
natychmiast po pobraniu w postaci rozmaz·w na szkieğkach podstawowych 

Á cytobloki ï materiağ cytologii zğuszczeniowej i cytologii aspiracyjnej utrwalony i zatopiony  
w bloczku parafinowym. 

 
Przyjňcie materiağu cytologicznego do pracowni 
 
Etap 1: Skierowanie i transport materiağu 
Do kaŨdego badania musi byĺ doğŃczone skierowanie, zgodne z wymaganiami opisanymi  
w rozdziale 8. 
Na skierowaniu naleŨy umieŜciĺ dodatkowo informacjň o sposobie pobrania materiağu 
cytologicznego, metodzie utrwalenia, naleŨy podaĺ liczbň wykonanych rozmaz·w 
cytologicznych, liczbň pojemnik·w z materiağem, objňtoŜĺ pğynu itp.. 
Materiağ do badania musi byĺ przesyğany w przeznaczonych do tego celu jednorazowych 
pojemnikach, odpowiednio opisanych (wyr·b medyczny do diagnozy in vitro. Dyrektywa 
98/79UE z dnia 27.10.1998 (Art.1 ust.26) i RozporzŃdzenia UE 2017/745 (Art.2 pkt. 2 i 3), 
zgodnie z zasadami umieszczonymi w rozdziale. 9. 
Wykonane rozmazy cytologiczne muszŃ byĺ odpowiednio oznakowane, opisem 
umieszczonym na matowej czňŜci szkieğka. Do oznaczenia szkieğka naleŨy uŨywaĺ 
niezmywalnych marker·w, odpornych na dziağanie utrwalacza. Opis szkieğek musi byĺ 
czytelny, jednoznaczny, pozwalajŃcy na identyfikacjň pacjenta.  
Rozmazy cytologiczne przesyğane w pojemniku z utrwalaczem muszŃ zawieraĺ jego 
odpowiedniŃ objňtoŜĺ. Pğyn utrwalajŃcy (95-96% alkohol) powinien zakrywaĺ szkieğka co 
najmniej do matowej czňŜci, na kt·rej mieŜci siň opis. 
JeŨeli materiağ jest przesyğany w pojemnikach bez przegr·dek, rozmazy cytologiczne naleŨy 
ğŃczyĺ powierzchniami, na kt·rych nie umieszczono rozmazu (Ăplecamiò), moŨna r·wnieŨ 
oddzieliĺ je w inny spos·b np. umieszczajŃc na szkieğku spinacze biurowe, co zabezpiecza je 

19  

ZağŃcznik: Og·lne zasady opracowania 

materiağu cytologicznego 
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przed sklejaniem lub uŨyĺ specjalnych pojemnik·w, np. Coplina czy Hellendahla (dotyczy 
zar·wno materiağu utrwalanego i suchego).  
 
Istnieje moŨliwoŜĺ utrwalenia rozmaz·w cytologicznych gotowymi preparatami w aerozolu, 
kt·re sŃ mieszaninŃ alkoholi i glikolu polietylenowego. Przesyğanie rozmaz·w utrwalonych 
gotowymi aerozolami r·wnieŨ wymaga zabezpieczenia przed ich zniszczeniem, oddzielenia 
poszczeg·lnych szkieğek (w spos·b jak opisano powyŨej). 
 
Dane umieszczone na skierowaniu, na pojemnikach z materiağem lub rozmazami muszŃ byĺ 
zgodne. Oznakowanie skierowania, pojemnik·w i pr·bek musi umoŨliwiaĺ w spos·b 
jednoznaczny i nie budzŃcy wŃtpliwoŜci identyfikacjň pr·bek zgodnie z danymi na skierowaniu 
oraz pojemniku z materiağem/lub rozmazem. 
 
Etap 2: Rejestracja materiağu w szpitalnej bazie danych i nadanie indywidualnego numeru 
badaniu. 
Nadany numer naleŨy umieŜciĺ na skierowaniu i pojemniku z materiağem lub rozmazie (w tym 
przypadku do opisania uŨywany powinien byĺ oğ·wek lub inny marker odporny na dziağanie 
alkoholi i ksylenu), moŨe byĺ takŨe etykieta lub odrňcznie naniesiony numer.  
 
Etap 3: Postňpowanie z nadesğanym materiağem zaleŨnie od sposobu utrwalenia lub nie utrwalonej 
pr·bki, objňtoŜci pğynu, iloŜci rozmaz·w i ewentualnych zaleceŒ lekarza kierujŃcego. 
 

UWAGA! Na stanowisku pracy bezwzglňdnie naleŨy utrzymywaĺ czystoŜĺ celem 
zapobieŨenia pomyğkom, kontaminacji lub utracie materiağu. Niezbňdne jest korzystane ze 
Ŝrodk·w ochrony osobistej, zwğaszcza w przypadku opracowywania materiağu 
nieutrwalonego (!) 

 
Regularnie naleŨy sprawdzaĺ stan odczynnik·w, termin przydatnoŜci i stopieŒ ich zuŨycia.  
W razie jakichkolwiek wŃtpliwoŜci, podejrzenia pomyğki, zniszczenia/uszkodzenia materiağu 
naleŨy problem natychmiast wyjaŜniĺ, opisaĺ przypadek i poinformowaĺ przeğoŨonego. 
 
Przykğadowe zasady postňpowania z nadesğanymi materiağami 
 
Postňpowanie ze ŜwieŨym materiağem pğynnym (np. pğyny z jam ciağa)  
NaleŨy opisaĺ objňtoŜĺ nadesğanego pğynu, barwň, przejrzystoŜĺ, klarownoŜĺ. W przypadku 
nadesğania duŨej iloŜci pğynu, np. w iloŜci 0,5 l, materiağ naleŨy rozdzieliĺ na mniejsze porcje  
i kolejno je opracowaĺ lub do badania pobraĺ adekwatnŃ pr·bkň materiağu, odnotowujŃc ten 
fakt w dokumentacji.  
Pobrany materiağ naleŨy niezwğocznie odwirowaĺ w wir·wce (2000 obr./min.), usunŃĺ 
supernatant, a z powstağego osadu przygotowaĺ rozmazy (jeden lub kilka) na szkieğkach 
podstawowych, wczeŜniej opatrzonych numerem i inicjağami pacjenta umieszczonymi na 
matowym polu szkieğka podstawowego. Preparaty naleŨy umieŜciĺ w utrwalaczu np. 95-96% 
alkoholu etylowym lub uŨyĺ innego komercyjnego Ŝrodka utrwalajŃcego w aerozolu 
zawierajŃcego etanol i glikol polietylenowy (PEG). Pozostawiĺ na ok.10 min. do utrwalenia,  
w temperaturze pokojowej a nastňpnie przystŃpiĺ do barwienia. 
NajczňŜciej wykorzystywanŃ w Polsce metodŃ barwienia preparat·w cytologicznych jest 
barwienie hematoksylina-eozyna (HE).  
W tym celu naleŨy na 3-4 min zalaĺ materiağ dostňpnŃ w handlu hematoksylinŃ (najczňŜciej 
Mayera), nastňpnie delikatnie przepğukaĺ preparaty wodŃ bieŨŃcŃ do uzyskania czystego tğa, 
umieŜciĺ materiağ w tzw. kwaŜnym alkoholu (1% HCL w 70% propanolu) na 1-2 sekundy, 
szybko przepğukaĺ wodŃ bieŨŃcŃ i pozostawiĺ w czystej wodzie do widocznego 
Ăzniebieszczeniaò jŃder kom·rkowych (ok. 20 min). MoŨna przyspieszyĺ ten proces, 
umieszczajŃc preparaty w ciepğej wodzie, nastňpnie szybko przepğukaĺ 80% propanolem  
i zalaĺ1% alkoholowym roztworem eozyny na 1-2 min. Ostatni etap barwienia stanowi szereg 
alkoholi (np. izopropanolu) o wzrastajŃcym stňŨeniu 70%, 96%, 96%, 100%, 100%, 
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mieszanina alkoholu i ksylenu 1:1 i dwukrotnie czysty ksylen. Po wysuszeniu zabarwiony 
preparat pokrywa siň balsamem klejŃcym (medium) i zakleja szkieğkiem nakrywkowym lub 
taŜmŃ do zaklejania szkieğek. 
 

Przykğadowy program do barwienia preparat·w wg metody 
HE 

Lp. Odczynnik Czas (min:sek) 

1. Ksylen 2:00 

2. Ksylen 2:00 

3. Ksylen 3:00 
4. Propanol 100% 1:00 

5. Propanol 90% 0:30 

6. Propanol 70% 0:30 

7. Woda bieŨŃca 0:30 

8. Hematoksylina Harrisa 15:00 

9. Woda bieŨŃca 5:00 

10. 1% HCl w 70% propanolu* 0:05 

11. Woda bieŨŃca 6:00 

12. 1% Eozyna Y w wodzie 4:30 

13. Woda bieŨŃca 3:00 

14. Propanol 70%* 0:20 
15. Propanol 90% 0:30 

16. Propanol 100% 1:00 

17. Propanol 100% 1:00 

18. Ksylen 0:20 

19. Ksylen 0:20 

20. Ksylen 0:20 

 
W diagnostyce materiağu pğynnego moŨliwe jest r·wnieŨ wykorzystanie cytowir·wki. W·wczas 
do badania wykorzystywane sŃ szkieğka z zaznaczonym fabrycznie polem, umieszczane  
w odpowiednich do tego celu przystosowanych kasetkach zaopatrzonych w bibuğowy filtr, 
umoŨliwiajŃcy zatrzymanie wirowanego materiağu kom·rkowego w wyznaczonym na szkieğku 
miejscu. Pobrany pğyn po zakropleniu do filtra z bibuğŃ jest umieszczany w cytowir·wce  
i wirowany (2000 obr/min przez 2 min). Po odwirowaniu szkieğka sŃ natychmiast umieszczane 
w pojemnikach z 75% alkoholem etylowym. Po 15 min moŨna przystŃpiĺ do barwienia. 
Pozostağy materiağ naleŨy zalaĺ mieszaninŃ alkoholi w proporcji 1:1 i utrwalaĺ przez ok. 15 
min. Po tym czasie utrwalony materiağ materiağ odwirowuje siň w wir·wce 2500 obr/min przez 
10 min. Po odwirowaniu naleŨy zlaĺ supernatant, a pozostağy osad zalaĺ 10% roztworem 
buforowanej formaliny pH 7,2-7,4 i pozostawiĺ do utrwalenia. Po co najmniej 6 godz. materiağ 
umieszcza siň w gňstej nylonowej siateczce lub kasetkach przeznaczonych do bardzo 
drobnych materiağ·w i dalej postňpowaĺ jak z materiağem tkankowym. 
 
Metoda ta pozwala na uzyskanie zar·wno rozmaz·w cytologicznych jak i cytobloczka. 
 
W przypadku barwienia metodŃ May-Gr¿nwald-Giemzy (MGG) rozmazy pozostawia siň do 
wyschniňcia (bardzo waŨne jest odpowiednie wysuszenie rozmazu, niewystarczajŃce 
wysuszenie, powoduje zmiany ksztağtu erytrocyt·w). 
 
Proponowany protok·ğ barwienia MGG: 
barwnik May-Gr¿nwald 25-30 min (codziennie musi byĺ ŜwieŨy), woda destylowana do 
uzyskania czystego tğa, barwnik Giemsy (w proporcjach 5 ml barwnika: 20 ml wody 
destylowanej (codziennie ŜwieŨy), naleŨy przepğukaĺ dokğadnie wodŃ destylowanŃ i odstawiĺ 
do wyschniňcia. Suchy preparat zamknŃĺ przy uŨyciu odpowiedniego medium do zaklejania. 
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Przykğadowe barwienie metodŃ May-Gr¿nwald-Giemsy (rozmazy 
suche) 

Lp. Odczynnik Czas (min:sek) 

1. May-Gr¿nwald 30:00 

2. Woda destylowana 02:00 

3. Giemsa 30:00 

4. Woda destylowana 2:00 

 
Postňpowanie z materiağem cytologicznym utrwalonym w 10% formalinie lub mieszaninie 
alkoholi  
Á Pğyn lub inny utrwalony materiağ pğynny (popğuczyny oskrzelowe, wydzielina oskrzelowa, 
pğyn z torbieli, mocz) naleŨy odwirowaĺ w wir·wce (2000 obr./min), zlaĺ supernatant znad 
osadu i osad zalaĺ 95-96% alkoholem. Usuniňcie formaliny jest szczeg·lnie waŨne  
w sytuacji, gdy stosujemy Ũel do agregacji pr·bek (producent nie zaleca uŨywania 
zbuforowanej formaliny z uwagi na obecnoŜĺ fosforan·w). NaleŨy ponownie wirowaĺ 
materiağ (wir·wka 2000 obr./min.), zlaĺ pğyn a z powstağego osadu sporzŃdziĺ bloczek 
parafinowy. 

 
Á MoŨliwe jest r·wnieŨ wirowanie materiağu w wir·wce (2500 obr/min przez ok. 10 min). Po 

oddzieleniu supernatantu naleŨy zalaĺ osad 10% buforowanŃ formalinŃ o pH 7,2-7,4, 
pozostawiajŃc materiağ do utrwalenia na min. 6 godz. Po tym czasie materiağ umieszcza siň 
w gňstej nylonowej siateczce lub kasetkach przeznaczonych do bardzo drobnych 
materiağ·w i dalej postňpowaĺ jak z materiağem tkankowym 

 
Cytobloczek ï zasady przygotowania  
W ostatnim czasie, ze wzglňdu na coraz czňstszŃ potrzebň wykonywania szeregu badaŒ 
dodatkowych, a przede wszystkim koniecznoŜĺ badaŒ molekularnych kwalifikujŃcych do 
leczenia, niezbňdne stağo siň uzupeğnianie rozmaz·w cytologicznych o wykonywanie 
cytoblok·w lub tylko cytoblok·w. W zwiŃzku z tym osoba pobierajŃca materiağ juŨ w momencie 
pobrania powinna zabezpieczyĺ jego czňŜĺ lub cağoŜĺ w celu wykonania cytobloku. Cytoblok 
jest materiağem cytologicznym opracowanym podobnie, jak materiağ histologiczny, dziňki 
czemu uzyskuje siň bloczek parafinowy. 
 
Istnieje wiele metod przygotowania cytoblok·w, w zwiŃzku z tym zasady przygotowania 
materiağu i utrwalenia naleŨy uzgodniĺ z pracowniŃ/zakğadem patomorfologii lub pracowniŃ 
cytologii. 
JednŃ z metod uzyskania materiağu do cytobloku jest wystrzykniňcie cağego pobranego 
materiağu do prob·wki z utrwalaczem, innŃ wytworzenie skrzepu (TCC ï tissue coagulum clot). 
Metoda wytworzenia skrzepu pozwala na kumulacjň kom·rek, bez koniecznoŜci stosowania 
dodatkowych substancji agregujŃcych. Polega na wystrzykniňciu materiağu np. na bibuğň 
filtracyjnŃ i odczekaniu na wytworzenie skrzepu, a nastňpnie umieszcza siň materiağ  
w utrwalaczu lub przez kr·tkŃ chwilň po aspiracji odczekuje siň na wytworzenie skrzepu  
w cylindrze igğy i nastňpnie zawartoŜĺ umieszcza siň w utrwalaczu. 
Wykonanie cytobloku z materiağ·w pğynnych wymaga odwirowania materiağu i utrwalenia 
uzyskanego osadu. 
Materiağ przeznaczony do wykonania cytoblok·w moŨna utrwalaĺ w 10% roztworze 
buforowanej formaliny o pH 7,2-,7,4, pamiňtajŃc, Ũe materiağ nie powinien byĺ utrwalany kr·cej 
niŨ 6 godz. i dğuŨej niŨ 48 godz. Utrwalony materiağ poddaje siň wirowaniu w wir·wce (2500 
obr./min przez ok. 10 min.), osad pozostağy po zlaniu supernatantu zalewa siň ponownie 10% 
buforowanŃ formalinŃ. NaleŨy monitorowaĺ czas utrwalania, aby cağkowity czas przebywania 
materiağu w formalinie nie przekroczyğ 48 godz. 
Po utrwaleniu materiağ naleŨy przefiltrowaĺ do specjalnej gňstej nylonowej siateczki lub 
kasetek przeznaczonych do bardzo drobnych materiağ·w i dalej postňpowaĺ jak z materiağem 
tkankowym. 
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InnŃ metodŃ jest utrwalanie materiağu w mieszaninie alkoholi, po ok. 15 min materiağ naleŨy 
odwirowaĺ (10 min, 2500 obr/min) a osad pozostağy po usuniňtym supernatancie zalaĺ 10% 
roztworem formaliny buforowanej o pH 7,2-7,4, pozostawiajŃc na ok. 6 godz. Po tym czasie 
materiağ naleŨy przefiltrowaĺ do specjalnej gňstej nylonowej siateczki lub kasetek 
przeznaczonych do bardzo drobnych materiağ·w i dalej postňpowaĺ jak z materiağem 
tkankowym. 
 
InnŃ metodŃ, zalecanŃ dla szczeg·lnie skŃpego materiağu jest wstňpne utrwalenie np. w 70-
96% alkoholu i odwirowanie pr·bki. Nastňpnie naleŨy usunŃĺ pğyn znad osadu i poğŃczyĺ go 
ze specjalnŃ zawiesinŃ, kt·ra tworzy ŨelowŃ otoczkň wok·ğ materiağu, powoduje zagňszczenie 
i umoŨliwia umieszczenie badanej pr·bki w specjalnej kapsuğce lub siateczce 
uniemoŨliwiajŃcej wydostanie siň materiağu. (patrz tabela poniŨej). 
 

Przykğadowy Ăkr·tkiò program do przeprowadzenia drobnego materiağu o 
gruboŜci 0,3 cm (np. endoskopia, sk·ra, bioptat gruboigğowy, materiağ 

cytologiczny). Program odpowiedni do procesora pr·Ũniowego 

Lp. Odczynnik 
Czas  
(min) 

Temperatura ÁC 
(jeŨeli ustawiona) 

CiŜnienie  
(P, V)* 

1. 
10% Formalina 

buforowana (NBF) 
00:10  V 

2. Propanol 95% 00:10  V 

3. Propanol 95% 00:10  V 

4. Propanol 95% 00:10  V 

5. Propanol 100% 00:10  V 
6. Propanol 100% 00:10  V 

7. Propanol 100% 00:10  V 

8. Ksylen cz. 00:15  V 

9. Ksylen cz. 00:15  V 

10. Parafina t.t. 58-60ÁC 00:20 60 V 

11. Parafina t.t. 58-60ÁC 00:20 60 V 

12. Parafina t.t. 58-60ÁC 00:20 60 V 
 

*V = Ăvacuumò (pr·Ũnia) 

 
Postňpowanie z materiağem cytologicznym pobranym z dr·g rodnych (w tym z szyjki 
macicy)  
Á rozmazy utrwalone w 95-96% alkoholu lub za pomocŃ innego Ŝrodka utrwalajŃcego  

w aerozolu ï naleŨy zabarwiĺ metodŃ Papanicolau zgodnie ze stosowanŃ w pracowni 
metodykŃ (np. hematoksylina Mayera 1,15 min., woda bieŨŃca 1 min., alkohol 96% 40 sek., 
OranŨ G 30 sek., alkohol 96% 30 sek., barwnik EA-36 1 min., alkohol 96%, alkohol 96%, 
alkohol 100%, ksylen x2 (ten etap moŨna pominŃĺ i rozmazy po wysuszeniu zakleiĺ 
odpowiednim medium), (patrz tabela poniŨej). 

 
Przykğadowe barwienie metodŃ wg Papanicolau  

(wymazy ginekologiczne) 

Lp. Odczynnik Czas (min:sek) 

1. Hematoksylina Mayera 01:15 

2. Woda bieŨŃca 01:00 

3. Alkohol  96% 00:40 

4. OranŨ G 00:30 
5. Alkohol 96% 00:30 

6. EA-36 01:00 

7. Alkohol 96% 01:00 

8. Alkohol 96% 01:00 

9. Alkohol 100% 01:00 

10. Ksylen 01:00 

11. Ksylen 01:00 
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Postňpowanie z materiağem cytologii na podğoŨu (LBC). 
Pobrany za pomocŃ szczoteczki materiağ, przenoszony jest do specjalnego pojemnika  
z utrwalaczem (skğad nieznany). Naczynie z pr·bkŃ i skierowaniem trafia do pracowni 
cytologicznej. Po weryfikacji danych, stwierdzeniu zgodnoŜci, badanie jest rejestrowane, 
skierowanie i pojemnik opatrzone zostajŃ etykietŃ z numerem wewnňtrznym pracowni, 
jednoczeŜnie opisane zostaje szkieğko podstawowe (zalecany oğ·wek lub pisak odporny na 
dziağanie alkoholi i ksylenu) na kt·rym bňdzie wykonany rozmaz. Materiağ trafia do aparatu do 
cytologii pğynnej, gdzie poprzez specjalny filtr pr·bka zostaje oczyszczona z niepoŨŃdanych 
zanieczyszczeŒ (bakterie, erytrocyty, leukocyty, Ŝluz, inne). Nastňpnie materiağ zostaje 
przeniesiony na przygotowane szkieğko podstawowe i wybarwiony metodŃ wg Papanicolau 
(schemat barwienia ustalony przez producenta urzŃdzenia). Gotowy preparat zostaje 
zaklejony odpowiednim medium i przekazany do oceny mikroskopowej.  
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Cytologia zĠuszczeniowa ð zasady og·lne 
 
Cytologia zğuszczeniowa obejmuje przede wszystkim materiağ kom·rkowy pobrany z: 
Á wydzielin i wydalin, 
Á pğyn·w z jam ciağa, 
Á popğuczyn i wymaz·w szczoteczkowych. 
 
Szczeg·lnym rodzajem cytologii zğuszczeniowej jest cytologia zğuszczeniowa szyjki macicy 
(wymaz szczoteczkowy z pochwowej czňŜci szyjki macicy rozprowadzany bezpoŜrednio na 
szkieğko podstawowe). 
 
Zasady przesyğaniu materiağu (skierowanie, transport) do pracowni/zakğadu patomorfologii, 
pracowni cytologii umieszczone zostağy w zağŃczniku 19. 
 
1. Cytologia pğyn·w z jam ciağa 
Do materiağ·w uzyskanych z jam ciağa naleŨŃ pğyny z worka osierdziowego, z jamy opğucnowej, 
z jamy otrzewnowej oraz popğuczyny z jamy otrzewnowej. 
Do badania patomorfologicznego naleŨy przesğaĺ materiağ nieutrwalony z dodatkiem heparyny 
(1ml heparyny/100ml pğynu), najszybciej jak to moŨliwe. W przypadku braku moŨliwoŜci 
natychmiastowego dostarczenia materiağu do badania naleŨy przechowywaĺ materiağ  
w temperaturze 4ÜC, jednak nie jest wskazane przechowywanie dğuŨej niŨ 12 godz., gdyŨ 
wpğywa to negatywnie na wyniki badaŒ dodatkowych. MoŨliwe jest utrwalenie w utrwalaczu 
opartym na alkoholu (50ï96% alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub dostňpnymi gotowymi 
utrwalaczami zawierajŃcymi mieszaninň alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta). 
Spos·b postňpowania z materiağem zostağ opisany w zağŃczniku 19 w czňŜci dotyczŃcej 
postňpowania z materiağem pğynnym. 
 
2. Cytologia zğuszczeniowa ukğadu moczowego 
Mocz do badania cytologicznego powinien byĺ pobrany z drugiej lub z kolejnych mikcji w ciŃgu 
dnia. Mocz z pierwszej mikcji nie nadaje siň do badania z uwagi na zbyt duŨe uszkodzenie 
kom·rek. Mocz powinien byĺ dostarczony nieutrwalony do badania patomorfologicznego 
najszybciej jak to moŨliwe. W przypadku braku moŨliwoŜci natychmiastowego dostarczenia 
materiağu do badania, mocz naleŨy utrwaliĺ w utrwalaczu opartym na alkoholu (50-96% 
alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub gotowymi utrwalaczami zawierajŃcymi mieszaninň 
alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta) lub przechowywaĺ w temperaturze 4ÜC do czasu 
dostarczenia do badania (jednak nie dğuŨej niŨ ok. 12 godzin). 

20  

ZağŃcznik: cytologia zğuszczeniowa 
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W przypadku wymaz·w szczoteczkowych materiağ naleŨy utrwaliĺ w utrwalaczu opartym na 
alkoholu (96% alkohol etylowy lub komercyjnie dostňpny preparat). 
Spos·b postňpowania z materiağem zostağ opisany w zağŃczniku 19 w czňŜci dotyczŃcej 
postňpowania z materiağem pğynnym. 
 
3. Cytologia zğuszczeniowa ukğadu oddechowego 
Do materiağ·w uzyskanych z ukğadu oddechowego naleŨŃ wymazy oskrzelowe, popğuczyny 
oskrzelowe, pğyn z pğukania oskrzelowo-pňcherzykowego (BAL) i plwocina. 
Materiağ nieutrwalony natychmiast po pobraniu powinien do pracowni/zakğadu patomorfologii 
lub pracowni cytologii. JeŜli nie ma takiej moŨliwoŜci, materiağ z wyjŃtkiem BAL naleŨy utrwaliĺ 
utrwalaczem na bazie alkoholu (96% alkohol etylowy lub gotowymi utrwalaczami 
zawierajŃcymi mieszaninň alkoholi) lub 10% roztworem buforowanej formaliny o pH 7,2-7,4. 
Spos·b postňpowania z materiağem zostağ opisany w zağŃczniku 19 w czňŜci dotyczŃcej 
postňpowania z materiağem pğynnym. 
 

UWAGA! Obecnie zaleca siň wykonywanie najwyŨej dw·ch rozmaz·w cytologicznych,  
a pozostağy materiağ naleŨy utrwaliĺ do cytobloku albo cağy pobrany naleŨy utrwaliĺ w celu 
wykonania cytobloku.  

 
4. Cytologia zğuszczeniowa materiağu z dr·g Ũ·ğciowych i trzustki 
Do materiağ·w uzyskanych z dr·g Ũ·ğciowych i trzustki naleŨŃ wymazy szczoteczkowe oraz 
aspiraty. 
Wymazy szczoteczkowe i aspiraty z dr·g Ũ·ğciowych powinny byĺ niezwğocznie po pobraniu 
utrwalone w utrwalaczu opartym na alkoholu (96% alkohol etylowy lub gotowe utrwalacze 
zawierajŃce mieszaninň alkoholi). 
Spos·b postňpowania z materiağem zostağ opisany w zağŃczniku 19. 
 
5. Cytologia pğynu z torbieli 
Pğyn pobrany z torbieli (np. torbieli jajnika lub torbieli innych narzŃd·w) naleŨy przesğaĺ do 
badania patomorfologicznego nieutrwalony, najszybciej jak to moŨliwe. W przypadku braku 
moŨliwoŜci natychmiastowego dostarczenia materiağu do badania naleŨy przechowywaĺ 
materiağ w temperaturze 4ÜC, ewentualnie utrwaliĺ w utrwalaczu opartym na alkoholu (50-96% 
alkoholem etylowym w proporcji 1:1 lub gotowym utrwalaczem zawierajŃcym mieszaninň 
alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta). 
Spos·b postňpowania z materiağem zostağ opisany w zağŃczniku 19. 
 
6. Cytologia szyjki macicy 
ZalecanŃ metodŃ cytologii szyjki macicy jest cytologia na podğoŨu pğynnym (Liquid Based 
Cytology, LBC). DopuszczalnŃ metodŃ jest takŨe cytologia konwencjonalna z wykonaniem 
rozmaz·w. 
 
W przypadku LBC wymaz z szyjki macicy pobierany jest na specjalne pğynne podğoŨe zgodnie 
z zaleceniami producenta danej metody. 
Obraz kom·rkowy pozbawiony jest wiňkszoŜci nieistotnych element·w towarzyszŃcych 
konwencjonalnemu rozmazowi. Materiağ ten moŨna wykorzystaĺ w diagnostyce molekularnej 
(np. na obecnoŜĺ HPV, Chlamydia trachomatis i inne), takŨe w immunocytochemii. 
W przypadku cytologii konwencjonalnej materiağ naleŨy rozmazaĺ na szkieğku oraz 
natychmiast utrwaliĺ w utrwalaczu opartym na alkoholu (96% alkohol lub gotowe utrwalacze 
zawierajŃce mieszaninň alkoholi zgodnie z zaleceniami producenta). 
 
Og·lne zasady postňpowania z materiağem cytologii zğuszczeniowej 
W przypadku koniecznoŜci wykonania innych badaŒ niŨ badanie cytologiczne (np. cytometria 
przepğywowa) kaŨdy z powyŨszych materiağ·w naleŨy utrwaliĺ zgodnie z zaleceniami pracowni 
wykonujŃcej dane badanie. 



    

59 | S t r o n a  

W przypadku innych materiağ·w niŨ opisane powyŨej naleŨy stosowaĺ analogiczne metody 
utrwalania i zabezpieczania lub naleŨy stosowaĺ siň do zaleceŒ jednostki patomorfologicznej 
wykonujŃcej dane badanie. 
 
Rozpoznanie patomorfologiczne (raport) badania cytologicznego 
ZakoŒczeniem badania cytologicznego jest ustalenie rozpoznania i jego autoryzacja. 
 
Wymagane elementy zintegrowanego rozpoznania cytologicznego: 
Á nazwa podmiotu leczniczego wykonujŃcego badanie (adres, adres e-mail, telefon, fax), 
Á spos·b utrwalenia materiağu cytologicznego, 
Á data i godzina pobrania i utrwalenia materiağu, 
Á numer badania, 
Á dane kliniczne: 

- nazwisko i imiň pacjenta, 

- PESEL, 

- rozpoznanie kliniczne, 

- dotychczasowe leczenie, 

- miejsce i spos·b pobrania materiağu cytologicznego, 

- data pobrania materiağu, 

- opis pojemnik·w/preparat·w z materiağem pobranym do badania, 

- podmiot medyczny kierujŃcy (adres, adres e-mail, telefon, fax), 

- lekarz kierujŃcy (nazwisko i imiň, NPWZ, nr telefonu). 
Á raport cytologiczny: 

- data otrzymania materiağu do badania, 

- rodzaj materiağu, 

- opis cytologiczny (wg zağŃczonych wzor·w stosowanych w cytologii zğuszczeniowej), 

- rozpoznanie cytologiczne w jňzyku polskim i/lub angielskim (jeŜli nie ma odpowiednika 
polskiego), wedğug obowiŃzujŃcych klasyfikacji (np. Bethesda dla cytologii szyjki macicy 
lub np. tzw. klasyfikacji Paryskiej dla cytologii moczu) wraz z podaniem numer·w 
preparat·w; 

oraz jeŜli wykonano wyniki: 

- badania immunocytochemicznego, 

- badania cytochemicznego, 

- badania molekularnego, 

- uwagi, 

- nazwisko cytotechnika oceniajŃcego badanie, 

- nazwisko patomorfologa oceniajŃcego rozmazy oraz zatwierdzajŃcego rozpoznanie,  
z podaniem NPWZ. 

Á data wykonania badania. 
 
Przykğadowe wzory schemat·w rozpoznania cytologicznego dla badania cytologicznego 
pğyn·w z jam ciağa, szyjki macicy, moczu: 
W innych nieom·wionych przykğadach majŃ zastosowanie Standardy Polskiego Towarzystwa 
Patolog·w. W podanych wzorach numery protokoğ·w badania cytologicznego sŃ toŨsame  
z numerami preparat·w. Raporty te sŃ sczytywane przez sekretarkň medycznŃ z odpowiednim 
programem komputerowym lub odpowiedni program komputerowy i wpisywane w wyŨej 
opisane zintegrowane rozpoznanie cytologiczne. 
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BADANIE CYTOLOGICZNE PĞYNčW Z JAM CIAĞA 
Protok·ğ badania cytologicznego nré 

Imiň i nazwisko: 
PESEL: 
 
Materiağ: 

 Pğyn z jamy opğucnowej 

 Pğyn z jamy otrzewnowej 

 Pğyn z worka osierdziowego 

 Inny  
Komentarz: 
 
 
Metoda pobrania materiağu: 

 Cytologia na podğoŨu pğynnym (Liquid Based Cytology, LBC) 

 Cytologia konwencjonalna 

 Inna 
Komentarz: 
 
 
JakoŜĺ rozmazu: 

 Rozmaz nadaje siň do oceny cytologicznej 

 Rozmaz nie nadaje siň do oceny cytologicznej  
Komentarz: 
 
 
Wynik badania: 

 Brak kom·rek nowotworowych 

 ObecnoŜĺ kom·rek atypowych 

 ObecnoŜĺ kom·rek raka 
Komentarz: 
 
Wykonane badania dodatkowe: 
 
Patolog rozpoznajŃcy: 
 
Data pobrania materiağu: 
Data otrzymania materiağu: 
Data wyniku: 

 



    

61 | S t r o n a  

BADANIE CYTOLOGICZNE MATERIAĞU Z SZYJKI MACICY 
Protok·ğ badania cytologicznego nré 

Imiň i nazwisko:  
PESEL: 
 
Metoda pobrania materiağu: 

 Cytologia na podğoŨu pğynnym (Liquid Based Cytology, LBC) 

 Cytologia konwencjonalna 
 
JakoŜĺ rozmazu: 

 Rozmaz nadaje siň do oceny cytologicznej 

 Rozmaz nie nadaje siň do oceny cytologicznej  
Komentarz: 
 
Wynik badania: 

 Brak podejrzenia neoplazji Ŝr·dnabğonkowej lub raka (NILM ï No Intraepithelial Lesion or 
Malignancy)  

 ASC-US ï atypowe kom·rki nabğonka pğaskiego o nieokreŜlonym znaczeniu 

 ASC-H ï atypowe kom·rki nabğonkowe, nie moŨna wykluczyĺ HSIL 

 LSIL ï zmiany w kom·rkach nabğonka pğaskiego mağego stopnia 

 HSIL ï zmiany w kom·rkach nabğonka pğaskiego duŨego stopnia 

 AGC ï atypowe zmiany w kom·rkach gruczoğowych 

 Inne  
Komentarz: 
 
Wyniki badaŒ dodatkowych: 
 
Wynik badania wg systemu Bethesda: 
 
Patolog rozpoznajŃcy: 
 
Data pobrania materiağu: 
Data otrzymania materiağu: 
Data wyniku: 

 



    

62 | S t r o n a  

BADANIE CYTOLOGICZNE MOCZU 
Protok·ğ badania cytologicznego nré 

Imiň i nazwisko:  
PESEL: 
 
Materiağ: 

 Mocz 

 Inny  
Komentarz: 
 
Metoda pobrania materiağu: 

 Cytologia na podğoŨu pğynnym (Liquid Based Cytology, LBC) 

 Cytologia konwencjonalna 

 Inna 
Komentarz: 
 
Wynik badania (wynik badania wedğug systemu paryskiego): 

 I ï Badanie niediagnostyczne/nie nadajŃce siň do oceny 

 II ï Brak cech raka o wysokim stopniu zğoŜliwoŜci (Negative for high grade carcinoma) 

 III ï Atypia 

 IV ï Podejrzenie raka o wysokim stopniu zğoŜliwoŜci (Suspicious for high grade carcinoma) 

 V ï Neoplazja nabğonka urotelialnego mağego stopnia (Low grade urothelial neoplasia) 

 VI ï Rak o wysokim stopniu zğoŜliwoŜci (High grade urothelial carcinoma) 

 VII ï Inne nowotwory pierwotne lub przerzutowe 
Komentarz: 
 
Wykonane badania dodatkowe: 
 
Patolog rozpoznajŃcy: 
 
Data pobrania materiağu: 
Data otrzymania materiağu: 
Data wyniku: 
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Cytologia aspiracyjna obejmuje badanie materiağu kom·rkowego uzyskanego w trakcie 
nakğucia zmiany chorobowej, przede wszystkim w przypadku podejrzenia nowotworu. 
Rodzaje biopsji aspiracyjnej cienkoigğowej: 
Á nakğucie wňzğ·w chğonnych lub zmian chorobowych umiejscowionych w innych narzŃd·w 
(np. tarczyca, pierŜ, tkanka podsk·rna), 

Á biopsja cienkoigğowa przezoskrzelowa (TBNA ï transbronchial needle aspiration), 
Á biopsja przezoskrzelowa pod kontrolŃ USG (EBUS ï endobronchial ultrasound), 
Á biopsja przezprzeğykowa pod kontrolŃ USG (EUS ï endoscopic ultrasound), 
Á biopsja cienkoigğowa przez Ŝcianň klatki piersiowej (TTNA ï transthoracic needle aspiration). 
 
NajczňŜciej w wyniku nakğucia i zaaspirowania materiağu wykonywane sŃ preparaty 
cytologiczne (rozmazy) i/lub cytobloki. 
Rozmazy wykonuje siň i utrwala na szkieğkach podstawowych z matowym polem na jednym  
z koŒc·w przeznaczonym do opisu preparatu.  
Zaaspirowany materiağ musi byĺ rozprowadzony na szkieğku natychmiast po pobraniu  
i utrwalony w 95-96% alkoholu etylowym lub utrwalaczem aerozolowym na bazie alkoholu. 
Zasady przygotowania preparat·w, skierowanie i transport przedstawiono w zağŃczniku nr 19. 
 
Og·lne zasady wykonania biopsji cienkoigğowej 
Á Przed wykonaniem nakğucia naleŨy wczeŜniej przygotowaĺ stanowisko pracy  
z odpowiedniŃ liczbŃ oznakowanych szkieğek podstawowych. Oznakowanie musi byĺ 
czytelne, umoŨliwiaĺ jednoznacznŃ identyfikacjň pacjenta, wykonane niezmywalnym 
markerem (np. oğ·wkiem). NaleŨy przygotowaĺ pojemnik z 95-96% alkoholem etylowym,  
w kt·rym zostanŃ umieszczone rozmazy lub preparat aerozolowy przeznaczony do 
utrwalania rozmaz·w. 

Á JeŨeli naczynie przeznaczone do utrwalania nie pozwala na oddzielenie preparat·w, naleŨy 
przygotowaĺ spinacze biurowe, kt·rych nağoŨenie na szkieğko pozwala na ich separacjň. 

Á Zaaspirowany materiağ naleŨy natychmiast wystrzyknŃĺ z igğy, umieszczajŃc go w pobliŨu 
koŒca szkieğka podstawowego z matowŃ powierzchniŃ. 

Á Do szkieğka z naniesionym materiağem przykğada siň od g·ry drugie szkieğko podstawowe, 
ustawione pod kŃtem ok. 30-40Ü i pğynnym, szybkim ruchem, delikatnie przesuwa siň g·rne 
szkieğko po powierzchni szkieğka z materiağem, tak aby powstağa cienka warstwa 
zaaspirowanych kom·rek. 
Zbyt mocne roztarcie rozmazu moŨe powodowaĺ zgniecenie kom·rek i w efekcie utrudniaĺ 
dalszŃ diagnostykň. 
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W przypadku obfitej treŜci naleŨy wykonaĺ 1-2 rozmazy, a pozostağy materiağ utrwaliĺ do 
cytobloku. JeŜli uzyskany rozmaz jest zbyt gruby, r·wnieŨ naleŨy jak najszybciej usunŃĺ ze 
szkieğka nadmiar materiağu, przenieŜĺ do utrwalacza w celu wykonania cytobloku. 
MoŨna zrezygnowaĺ z wykonania rozmaz·w, utrwalajŃc cağy materiağ w celu wykonania 
cytoblok·w ï zasady postňpowania zaleŨŃ od rodzaju materiağu oraz wymagajŃ ustalenia 
pomiňdzy klinicystŃ a patomorfologiem. 

Á Po wykonaniu rozmazu szkieğka naleŨy natychmiast umieŜciĺ w naczyniu z utrwalaczem 
lub utrwaliĺ utrwalaczem aerozolowym. W przypadku uŨywania utrwalacza aerozolowego 
naleŨy pamiňtaĺ, aby strumieŒ rozpylania nie byğ zbyt intensywny, w odlegğoŜci 
kilkudziesiňciu centymetr·w od szkieğka. 
JeŨeli planowane jest inne barwienie, np. MGG, preparaty pozostawia siň do wysuszenia. 

Á Do nakğucia stosuje siň jednorazowe igğy o Ŝrednicy dostosowanej do rodzaju nakğuwanego 
narzŃdu i nakğuwanej zmiany. Zbyt dğugie nakğuwanie zmiany lub nakğucie zbyt grubŃ igğŃ 
zmian w narzŃdach dobrze ukrwionych (np. tarczyca) powoduje skrwawienie rozmaz·w. 

Á Naczynie z umieszczonymi rozmazami musi byĺ oklejone niezmywalnŃ etykietŃ zgodnie  
z zasadami opisanymi w rozdziale 9. 

 
Rozpoznanie patomorfologiczne (raport) badania cytologicznego 
Rozpoznanie patomorfologiczne (raport) cytologiczne (zintegrowane, synoptyczne) musi byĺ 
co do zasady zwiňzğe, ujednolicone, a zarazem schematyczne i wyczerpujŃce oraz musi 
odnosiĺ siň do wszystkich typowych problem·w klinicznych. Powinno teŨ odpowiadaĺ na 
wszystkie merytoryczne zapytania lekarza leczŃcego. 
 
Wymagane elementy zintegrowanego rozpoznania cytologicznego: 
Á nazwa podmiotu leczniczego wykonujŃcego badanie (adres, adres e-mail, telefon, fax), 
Á spos·b utrwalenia materiağu cytologicznego, 
Á numer badania, 
Á dane kliniczne: 

- nazwisko i imiň pacjenta, 

- PESEL, 

- rozpoznanie kliniczne, 

- dotychczasowe leczenie, 

- miejsce i spos·b pobrania materiağu cytologicznego, 

- data i godzina pobrania i utrwalenia materiağu, 

- opis pojemnik·w/preparat·w z materiağem pobranym do badania, 

- podmiot medyczny kierujŃcy (adres, adres e-mail, telefon, fax), 

- lekarz kierujŃcy (nazwisko i imiň, NPWZ, nr telefonu), 
Á raport cytologiczny: 

- data i godzina otrzymania materiağu do badania, 

- rodzaj materiağu, 

- opis cytologiczny (materiağ diagnostyczny, zawiera adekwatnŃ/nieadekwatnŃ  liczbň 
kom·rek, opis element·w kom·rkowych, stwierdza siň kom·rki atypowe podejrzane  
o proces nowotworowy, podsumowanie ï moŨliwe jest podsumowanie negatywne 
Ăkom·rek nowotworowych nie znalezionoò), 

- rozpoznanie cytologiczne w jňzyku polskim i/lub angielskim (jeŜli nie ma odpowiednika 
polskiego) oraz wedğug obowiŃzujŃcych klasyfikacji (np. Bethesda w cytologii tarczycy) 
oraz z podaniem numer·w preparat·w, 

oraz, jeŜli wykonano: 

- badania immunocytochemiczne, 

- badania cytochemiczne, 

- badania molekularne, 

- uwagi, 

- nazwisko cytotechnika oceniajŃcego rozmazy, 
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- nazwisko patomorfologa oceniajŃcego rozmazy oraz zatwierdzajŃcego rozpoznanie,  
z podaniem NPWZ, 

Á data wykonania badania. 
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Postňpowanie diagnostyczne w przypadku przerzut·w o nieznanym punkcie wyjŜcia 
Zasady prowadzenia diagnostyki r·Ũnicowej z uwzglňdnieniem cech nowotwor·w zaleŨnie od 
ich miejsca pierwotnego wystňpowania. Kolejne etapy diagnostyki zwiŃzane sŃ uŜciŜlaniem 
histogenezy, w zaleŨnoŜci od wystňpowania poniŨszych cech. 
 
R·Ũnicowanie pğaskonabğonkowe 
Á Z wykğadnikami (w badaniu immunohistochemicznym lub innymi technikami) zakaŨenia 

HPV u mňŨczyzn naleŨy poszukiwaĺ miejsca pierwotnego przede wszystkim: w gardle 
Ŝrodkowym (ok. 80% przypadk·w), na prŃciu (ok. 10% przypadk·w) lub w odbycie (ok. 10% 
przypadk·w), natomiast u kobiet w malejŃcym odsetku takie zmiany umiejscowione sŃ  
w szyjce macicy (ponad 50%), pochwie lub na sromie (ok. jedna czwarta przypadk·w),  
w gardle Ŝrodkowym (ponad 10%) oraz w odbycie (6%); 

Á Bez wykğadnik·w zakaŨenia HPV u mňŨczyzn naleŨy poszukiwaĺ miejsca pierwotnego 
przede wszystkim w: pğucach (ok. 75% przypadk·w), jamie ustnej i krtani (ok. 20% 
przypadk·w) lub przeğyku (poniŨej 10% przypadk·w), natomiast u kobiet w malejŃcym 
odsetku takie zmiany umiejscowione sŃ pğucach (prawie 90% przypadk·w), odbycie lub  
w pochwie (ok. 3% przypadk·w) oraz w przeğyku (ok. 2%); 

Á W przypadku stwierdzenia raka gruczoğowego u mňŨczyzn kolejne etapy diagnostyki 
obejmujŃ zastosowanie NapsinA/TTF-1 i w zaleŨnoŜci od ukğadu wynik·w dodatnich 
zmiana pierwotna umiejscowiona jest w pğucach lub tarczycy lub nerce. W przypadku 
ujemnych obu odczyn·w w kolejnym etapie moŨna zastosowaĺ SATB2 lub CDX2, dziňki 
czemu moŨna wyodrňbniĺ zmiany w przewodzie pokarmowym. Dalsze etapy diagnostyki 
wymagajŃ w przypadku potrzeby potwierdzenia obecnoŜci raka: prostaty (PSA, PSAP), 
wŃtroby (glipican 3, arginaza, HepPar), nerki (PAX8, RCC), urotelialnego (GATA3, 
uroplakin); 

Á W przypadku stwierdzenia raka gruczoğowego u kobiet kolejne etapy diagnostyki obejmujŃ 
zastosowanie tych samych przeciwciağ jak powyŨej, stosownie do narzŃd·w wystňpujŃcych 
u obu pğci. Natomiast narzŃdowo swoiste zestawy przeciwciağ obejmujŃ: dla raka piersi ï 
mammaglobina, GCDFP15, BCA225, dla raka z pozostağoŜci przewod·w Mullera ï PAX8, 
WT1. 
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ZağŃcznik: diagnostyka przerzut·w  
o nieznanym punkcie wyjŜcia oraz 
diagnostyka wňzğ·w chğonnych 

zmienionych przerzutowo 
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W podanych wzorach numery protokoğ·w badania histopatologicznego sŃ toŨsame z numerami 
preparat·w 
 

 
 
Przykğadowe zintegrowane rozpoznania patomorfologiczne zostağy udostňpnione za zgodŃ 
wykorzystujŃcych je jednostek patomorfologicznych i stanowiŃ rodzaj wzoru. 
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ZağŃcznik: udostňpnianie i zwrot 
bloczk·w parafinowych, preparat·w 

histopatologicznych oraz 

cytologicznych 
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W dobie rosnŃcych koszt·w specjalistycznej diagnostyki patomorfologicznej, kt·re majŃ wpğyw 
na dob·r terapii, a w efekcie na rokowanie, konieczne jest opracowanie katalogu ŜwiadczeŒ 
patomorfologicznych, zdefiniowanie produkt·w rozliczeniowych oraz ustalenie taryf dla 
ŜwiadczeŒ patomorfologicznych. PoniŨej przedstawiono jedno z opracowaŒ rozwiŃzaŒ 
zwiŃzanych z wyliczaniem koszt·w badaŒ patomorfologicznych. 
 
Grupy finansowe w badaniach patomorfologicznych 
Zasadnym wydaje siň nie tylko utworzenie nowego katalogu dosumowania ŜwiadczeŒ 
histopatologicznych, ale wprowadzenie odrňbnego finansowania badaŒ patomorfologicznych. 
Do chwili obecnej koszt badaŒ patomorfologicznych zawarty jest procedurach klinicznych  
w ramach ryczağtu grup JGP bŃdŦ ŜwiadczeŒ ambulatoryjnych i oszacowany jest znacznie 
poniŨej ponoszonych nakğad·w. Istnieje zatem potrzeba okreŜlenia nowego koszyka 
ŜwiadczeŒ dla badaŒ patomorfologicznych. Specyfika i rodzaj wykonywanych badaŒ 
patomorfologicznych pozwalajŃ na wyodrňbnienie np. 10 grup finansowych stanowiŃcych 
wykaz ŜwiadczeŒ gwarantowanych w patomorfologii (tabela poniŨej). 
 
Rodzaje materiağu ï propozycja podziağu badaŒ patomorfologicznych na grupy 
finansowe 
 

GRUPY Rodzaje materiağu ï propozycja podziağu badaŒ patomorfologicznych 

GRUPA 1 badanie podstawowe, materiağ nieonkologiczny 

GRUPA 2 materiağ mağy, nieonkologiczny 

GRUPA 3 materiağ duŨy, nieonkologiczny 

GRUPA 4 badanie specjalne, materiağ mağy, onkologiczny 

GRUPA 5 materiağ duŨy, onkologiczny 

GRUPA 6 cytologia (rozmazy, cytobloczki, biopsja aspiracyjna i zğuszczeniowa) 

GRUPA 7 badanie sekcyjne 

GRUPA 8 badanie Ŝr·doperacyjne (doraŦne, INTRA) 

GRUPA 9A badanie kompleksowe ï konsultacja w oŜrodku referencyjnym 

GRUPA 9B 
badanie kompleksowe ï kwalifikacja do oznaczeŒ czynnik·w prognostycznych  
i predykcyjnych w oŜrodku referencyjnym 

GRUPA 10 czynniki prognostyczne i predykcyjne 
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PoniŨej przedstawiono propozycjň szczeg·ğowego opisu rodzaju materiağu patomorfologicznego, 
obejmujŃcego niezbňdnŃ liczbň wycink·w, wymaganŃ liczbň oznaczeŒ histochemicznych  
i immunohistochemicznych dla poszczeg·lnych grup finansowania badaŒ patomorfologicznych. 
 
GRUPA PIERWSZA (badanie podstawowe) 
Dotyczy tzw. mağego materiağu nieonkologicznego, 1-2 wycink·w (bloczk·w), nie 
wymagajŃcego dodatkowych oznaczeŒ histochemicznych oraz immunohistochemicznych. 
MogŃ to byĺ np.: 
Á wycinki/wyskrobiny z zabieg·w ginekologicznych, tj. kanağ szyjki macicy, kikut pochwy, 

jajnik itp., 
Á polipy: przew·d pokarmowy, ukğad oddechowy, macica itp., 
Á biopsja gruboigğowa: tğuszczak, 
Á zmiany sk·rne niepodejrzane onkologicznie. 
 
GRUPA DRUGA (materiağ mağy, nieonkologiczny) 
Dotyczy tzw. mağego materiağu nieonkologicznego, 1-2 wycink·w (bloczk·w), kt·ry zgodnie ze 
standardem oceny wymaga wykonania dodatkowych oznaczeŒ histochemicznych oraz  
w pojedynczych przypadkach badaŒ immunohistochemicznych. MogŃ to byĺ np.: 
Á wycinki z zabieg·w endoskopowych, tj. przeğyk, ŨoğŃdek, XII-ca, jelito itp., 
Á wycinki z zabieg·w urologicznych, tj. stercz, pňcherz moczowy itp., 
Á wycinki z zabieg·w bronchoskopii, tj. krtaŒ, tchawica, oskrzela, opğucna, pğuco itp., 
Á polipy: przew·d pokarmowy, ukğad oddechowy, macica itp. 
 
GRUPA TRZECIA (materiağ duŨy, nieonkologiczny) 
Dotyczy tzw. materiağu duŨego, nieonkologicznego, powyŨej 3 wycink·w (bloczk·w), nie 
wymagajŃcego dodatkowych oznaczeŒ histochemicznych oraz immunohistochemicznych. 
MogŃ to byĺ np.: 
Á przetoka, 
Á przepuklina, 
Á odczynowe wňzğy chğonne, 
Á migdağki bez procesu nowotworowego, 
Á materiağ z rozpoznaniem zapalenia, tj. jelito, trzustka, wyrostek robaczkowy itp., 
Á nowotwory ğagodne niewymagajŃce specjalnych badaŒ np. tğuszczak, miňŜniak, nerwiak. 
 
GRUPA CZWARTA (badanie specjalne) 
Dotyczy tzw. mağego materiağu onkologicznego, 1-2 wycink·w (bloczk·w), wymagajŃcego 
zgodnie ze standardem dodatkowych oznaczeŒ histochemicznych, immunohistochemicznych 
oraz w wybranych przypadkach badaŒ molekularnych/cytogenetycznych. MogŃ to byĺ np.: 
Á wycinki z zabieg·w endoskopowych, tj. przeğyk, ŨoğŃdek, XII-ca, jelito itp., 
Á wycinki/wyskrobiny z zabieg·w ginekologicznych, tj. kanağ szyjki macicy, kikut pochwy, 

jajnik itp., 
Á wycinki z zabieg·w urologicznych, tj. stercz, pňcherz moczowy itp., 
Á wycinki z zabieg·w bronchoskopii, tj. krtaŒ, tchawica, oskrzela, opğucna, pğuco itp., 
Á polipy: przew·d pokarmowy, ukğad oddechowy, macica itp., 
Á biopsja gruboigğowa, tj. wŃtroba, pğuco, opğucna, gruczoğ krokowy, tkanka miňkka, wňzeğ 
chğonny, sutek, guzy Ŝr·dpiersia itp., 

Á biopsja cienkoigğowa aspiracyjna (wňzeğ chğonny, Ŝr·dpiersie, szpik kostny, guz), 
Á trepanobiopiat, 
Á biopsja kostna, 
Á wňzğy chğonne, 
Á przysadka m·zgowa, 
Á zmiany sk·rne podejrzane onkologicznie. 
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GRUPA PIłTA (materiağ duŨy, onkologiczny) 
Dotyczy tzw. duŨego materiağu operacyjnego i onkologicznego, wymagajŃcego pobrania wielu 
wycink·w (bloczk·w) oraz wymagajŃcego zgodnie ze standardem dodatkowych oznaczeŒ 
histochemicznych oraz immunohistochemicznych i molekularnych: 
Á cağkowite wyciňcie zmian nowotworowych, np. rak piersi, pğuca, narzŃd rodny itp., 
Á resekcja narzŃdu/czňŜci narzŃdu z podejrzeniem onkologicznym, tj. nowotwory 
oŜrodkowego ukğadu nerwowego, gağka oczna, mağŨowina uszna, migdağki, Ŝlinianka, 
materiağ z jamy ustnej, krtaŒ, tchawica, pğuco, pierŜ, przeğyk, ŨoğŃdek, trzustka, Ŝledziona, 
jelito, wŃtroba, pňcherzyk Ũ·ğciowy, macica, przydatki, tarczyca, nadnercze, nerka, 
prostata, prŃcie, jŃdro, pňcherz moczowy, miňsaki, koŒczyny, materiağy kostne itp. 

 
GRUPA SZčSTA (cytologia) 
Dotyczy badaŒ z zakresu cytologii (nie dotyczy cytologii szyjki macicy) okreŜlonych jako 
rozmazy i cytobloczki, cytologia aspiracyjna i zğuszczeniowa: 
Á rozmaz 
Á wymaz 
Á plwocina 
Á popğuczyna 
Á wydzielina 
Á szczoteczka 
Á pğyny z jam ciağa itp. 
 
GRUPA SIčDMA (badanie sekcyjne) 
Dotyczy badaŒ sekcyjnych (badanie poŜmiertne, autopsja). Ma na celu ustalenie przyczyn 
zgonu. 
 
GRUPA čSMA (badanie Ŝr·doperacyjne; badanie doraŦne; intra) 
Dotyczy badaŒ wykonywanych w trakcie zabiegu operacyjnego i obejmuje materiağ mroŨony, 
jak r·wnieŨ moŨe obejmowaĺ materiağ cytologiczny (np. tzw. odbitki). 
 
GRUPA DZIEWIłTA (badanie kompleksowe w oŜrodku referencyjnym) 
dotyczy badaŒ wykonywanych w jednostkach wysokospecjalistycznych/referencyjnych. 
Czňsto wymaga kompleksowego wykonania badaŒ histochemicznych, immunohistochemicznych, 
jak r·wnieŨ w wybranych przypadkach dodatkowych procedur z zakresu genetyki, cytometrii 
przepğywowej, mikroskopii elektronowej i ponownego, peğnego rozpoznania patomorfologicznego. 
W wybranych przypadkach obejmuje takŨe kwalifikacjň materiağu do oznaczenia czynnik·w 
prognostycznych i predykcyjnych. 
W grupie tej naleŨy wyodrňbniĺ dwie podgrupy: 
Á badanie konsultacyjne wymagajŃce szczeg·lnego doŜwiadczenia specjalisty patomorfologa lub 

zastosowania technik specjalnych, tj.: histochemicznych, immunohistochemicznych  
i molekularnych/cytogenetycznych, 

Á badanie konsultacyjne ï kwalifikacja do oznaczeŒ czynnik·w prognostycznych i predykcyjnych 
w terapii celowanej. 

 
GRUPA DZIESIłTA (czynniki prognostyczne i predykcyjne) 
dotyczy badaŒ patomorfologicznych, w kt·rych wykonuje siň badania immunohistochemiczne 
celem oceny czynnik·w prognostycznych i predykcyjnych w okreŜlonych typach nowotwor·w 
niezbňdnych w planowaniu leczenia. Obecnie sŃ to np.: 
Á HER2 
Á EGFR 
Á PDL1 
Á ROS1 
Á ALK1 
Á inne badania, niezbňdne w planowaniu i podejmowaniu terapii celowanych. 
 




