J. Bauch H. Halshand K. Hempel M. Rehner H. W. Schreiber

B ELUE]
Ambulante
Chirurgie |

Allgemeines, perioperatives Management
Behandlungsverfahren (
Operationstechniken im Erwachsenen- und Kindesalter

~ Qualitatsmanagement

~ Gesetze und Regelwerke

' GUSTAV FISCHER



Sonderdruck aus:

J. Bauch @ H. Halsband e K. Hempe| e
M. Rehner e H.W. Schreiber

Manual Ambulante
Chirurgie |
Kapitel 3.6:

Asservierung histologischen und
zytologischen Untersuchungsmaterials

Stuttgart Jena Libeck Ulm




92 3.6 Asservierung histologischen und zytologischen Untersuchungsmaterials

3.6
Untersuchungsmaterials

S. Schroder

3.6.1 Histologische

Untersuchungen

Die histologische Diagnostik erfolgt zu weit iiber 90 %
an Paraffinschnitten routinemiRig fixierten und einge-
betteten Gewebes.

Die selteneren Untersuchungen an unfixiertem Gewebe

mittels Gefrier-(Kryostat-)schnitten sind indiziert fiir:

e Intraoperative Schnelluntersuchungen

e Diagnostik von Muskel- und Nervenbiopsien

e Direkte Immunfluoreszenz an Haut- und Schleim-
hautbiopsien.

Zur Schnellschnittuntersuchung miissen Gewebspro-
ben trocken in einem Glas- oder KunststoffgefiR bzw.
-beutel transportiert werden, der bei ldngeren Trans-
portwegen und -zeiten in ein mit Eiswiirfeln gefiilltes
Behdltnis einzubringen ist.

Ein Gefrieren der Proben ist zu vermeiden!

Aus diesem Grund ist den Eiswiirfeln ggf. etwas Wasser
beizugeben und keinesfalls Trockeneis zu verwenden.

Schnellschnittuntersuchungen

e Trockener Transport bei unter 1/2 Stunde Dauer
oder

* Gekiihlter Transport (+ 4 °C) bei lingerer Dauer
Nicht gefrieren ! Kein Trockeneis verwenden !

-1 Transportbedingungen fiir Schnellschnittuntersuchungen.
Dle angegebenen kritischen Zeitbereiche sind Naherungssschatzun-
gen. Es empfiehlt sich die Ber{icksichtigung von Sicherheitsreserven.

Asservierung histologischen und zytologischen

Grundsétzlich wird der nach Anfertigung von Gefrier-
schnitten tibrigbleibende Rest der im Kryostaten aufge-
frorenen Gewebsprobe aufgetaut, fixiert, eingebettet
und an Hand von Paraffinschnitten nachuntersucht.

Wegen der erheblichen Temperaturspriinge bei diesen
Prozeduren ist die Gewebserhaltung hier deutlich
schlechter als bei primdr fixiert eingesandten Proben.
Gelegentlich sind so wichtige mikroskopische Detailin-
formationen nicht mehr zu gewinnen.

Sofern moglich, sollten die nativ zur Schnellschnittun-
tersuchung iibersandten Proben so groR sein, dal beim
Zuschnitt des verddchtigen Gewebes im pathologi-
schen Labor ein Teil zusétzlich direkt in Fixationslo-
sung gegeben werden kann. :

Reicht die Probe fiir eine Teilung nicht aus, wéire vor
Beendigung des Eingriffs die nochmalige Entnahme ei-
ner fixiert einzusendenden Probe ratsam, z.B. zur defi-
nitiven Absicherung beim Schnellschnitt-Nachweis
eines malignen Non-Hodgkin-Lymphoms mit Indikati-
on zum Abbruch eines Eingriffs.

Die umfangreiche morphologische Diagnostik von
Muskel- und Nervengewebe schlieRt histologische,
elektronenmikroskopische und histochemische Unter-
suchungstechniken ein. Dazu miissen die Proben ne-
ben der Standardfixation (s. Tab. 3.28) auch in
gepuffertem Glutaraldehyd sowie schockgefroren asser-
viert werden.

Sofern diese komplexen Anforderungen in der Praxis
oder Ambulanz nicht zu leisten sind, konnen sie inner-
halb einer Frist von 1 bis max. 2 Stunden im patholo-
gisch-anatomischen Labor bei Beachtung definierter
Bedingungen nachgeholt werden. Dies diirfte das Vor-
gehen der Wahl fiir die ambulante Versorgung sein. Zu
diesen Bedingungen gehort zur Vermeidung von Arte-
fakten der Transport des Biopsats in einer feuchten
Kammer in einer Kiihlbox. Der unmittelbare Kontakt
mit Fliissigkeiten inkl. Kochsalzlgsung und ein Gefrie-
ren der Proben ist dabei zu vermeiden (D. STAVROU,
pers. Mitteilung).
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Asservation von Muskel- und Nervenbiopsien

o Standardfixation (Formalin),

» Fixation in gepuffertem Glutaraldehyd und

e Schockfrostung
oder

* Feuchte Kammer ohne direkten Fliissigkeitskontakt, in Kiihl-
box (maximale Transportdauer 1 — 2 Std.)

. =27 Asservation und wahlbare Transportmedien/-bedingungen
fiir Biopsien aus Muskel- und Nervengewebe. Werden diese Kautelen
nicht beriicksichtigt, sind diagnostisch wichtige morphologische Unter-
suchungsverfahren nicht durchfiihrbar.

Hautbiopsien fiir eine direkte Immunfluoreszenz soll-
ten ebenfalls gekiihlt versandt werden. Dies kann je-
doch direkt in gepufferter isotonischer Kochsalzlésung
geschehen.

Die Moglichkeiten zur Fixation von Gewebe sind zahl-
reich. Die Verwendung von Formalin (Formol = wiRri-
ge Losung des Gases Formaldehyd ) ist ein praktikabler
Kompromif$ fiir die Praxis. Es ist preiswert herzustellen,
die Gewebserhaltung ist auch bei ldngerer Verweildau-
er im Fixans nicht beeintrédchtigt und die Option fiir die
Durchfiihrung der meisten Spezialfirbungen und im-
munbhistologischen Techniken bleibt offen.

Zu empfehlen ist die Fixation der Gewebsproben in
etwa 4 %iger Formalinlosung. Sie wird durch Verdiin-
nung der 30 — 40 %igen konzentrierten Stammlésung
mit Leitungswasser im Verhdltnis 1:10 (1 Teil Formol
und 9 Teile Wasser) hergestellt [1]. Neutral gepuffertes
Formalin ist nur ausnahmsweise bei speziell geplanten
histochemischen Untersuchungen erforderlich.

Da Formalin bei der Fixierung chemisch verbraucht
wird, sollte bei der Wahl der Fixations- und Transport-
gefille ein Raumverhéltnis von etwa 10 Teilen Forma-
linlésung auf 1 Teil Gewebe gesichert sein [8, 9].

Standardfixation

etwa 4 %ige Formalin-Losung

* Herstellung: 1 Teil 30 — 40 %ige Formalin-Stammlosung auf 9
Teile Wasser

* Notwendige Volumenrelation: 10 Teile Losung auf 1 Teil Ge-
webe!

- Die Standardfixation geniigt auch Anforderungen fiir die
meisten immunhistologischen Untersuchungen (z.B. Analyse der
Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren beim Mammakarzinom). Ein
haufiger Fehler ist die Wahl zu kleiner Transportbehalter, bei denen die
notwendige Volumenrelation nicht gewahrt wird!

Auch fiir die Lymphomdiagnostik an exstirpierten
Lymphknoten wird die Formalin-Fixation in der Regel
als ausreichend angesehen.

Zusétzlich kann eine zytologische Untersuchung von
luftgetrockneten Tupfpréparaten empfohlen werden.
Dazu werden die frischen Schnittflichen des mit dem
Skalpell er6ffneten Lymphknotens auf einen gut entfet-
teten Objekttrager getupft und fixiert (s.u.).

Eine routinemillige Asservation schockgefrorenen
Lymphknotengewebes kann nicht empfohlen werden.
Nur ein sehr kleiner Anteil der Non-Hodgkin-Lympho-
me bedarf zur endgiiltigen Klassifikation der immunhi-
stologischen Analyse am Kryostatschnitt [4].

In jlingster Zeit konnte das Spektrum der an fixierten
Gewebsproben durch Immunhistologie nachweisba-
ren Antigene deutlich ausgeweitet werden. Dies wurde
erreicht durch die Entwicklung paraffingéingiger Anti-
korper (z.B. MIB-1 gegen das Proliferations-assoziierte
Antigen Ki-67) und die Einfiithrung spezieller Techni-
ken zur Demaskierung von durch Formalinfixation ver-
deckten Antigenen (Antigen retrieval). Technisch
geschieht dies durch Mikrowellenbehandlung [11] oder
feuchtes Autoklavieren [12]. '

Auch der Nachweis von Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptoren im Rahmen der Diagnostik des Mam-
makarzinoms (siehe Kapitel 5.6) kann danach zuverlds-
sig am formalinfixierten Gewebe erzielt werden [14].
Der Nutzen dieses Verfahrens liegt in der Mdglichkeit
eines Rezeptornachweises an Gewebsproben, die nicht
im Schnellschnitt untersucht wurden oder bei denen
am Schnellschnitt keine Karzinomdiagnose gestellt
werden konnte und bei denen daher die Asservation
schockgefrorenen Materials unterblieb. Wegen des er-
heblich geringeren logistischen Aufwands (keine Kiihl-
kette erforderlich) wird daher bereits jetzt von vielen
Pathologen die Immunbhistologie fiir Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptoren generell und ausschlieRlich an
Paraffinschnitten = formalinfixierter =~ Gewebsproben
durchgefiihrt.

Alle Gewebsproben oder vollstindige Exzisate, bei de-
nen nach Beurteilung des Tumorrands und der Sicher-
heitszonen eine Nachresektion notwendig werden
konnte, sollten unmittelbar nach der Entnahme mit ei-
ner Markierung versehen werden.

Bei Hautexzisaten oder hautbedeckten Weichteilexzi-
saten geniigt eine Fadenmarkierung. Bei anderen Pro-
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ben (z.B. Mammagewebe ochne Hautanteil) wiren zwei
farblich oder z.B. durch Anbringen einer unterschiedli-
chen Anzahl von Knoten differente Fadenmarkierun-
gen erforderlich. Thre Lage (z.B. ventral, kranial u.4.) ist
auf dem Materialbegleitschein anzugeben. Eine ggf. er-
forderliche Farbstoffmarkierung der Resektionsrdander
des so topographisch orientierten Priparates wird tibli-
cherweise im pathologischen Labor unmittelbar vor der
Gewebseinbettung vorgenommen.

3.6.2 Zytologie

Die Form der Asservation zytologischen Untersu-
chungsmaterials ist abhingig von der Art der zu unter-
suchenden Proben (Abstriche von inneren oder
duReren Oberflichen, Ausstriche von Punktaten aus
soliden Geweben, Punktionsfliissigkeiten, z.B. aus Zy-
sten oder serosen Hohlen) und der Art der daran anzu-
wendenden Farbungen.

Abstrichpriparate sowie Punktatausstriche aus soliden
Geweben (z.B. Schilddriise, Mamma) werden — abhén-
gig von der geplanten Firbemethode - luftgetrocknet
oder in Alkohol fixiert. Generell sollten fiir die Ausstri-
che Objekttriger mit Mattrand verwendet werden. Bei
ihnen wird eine mit Bleistift vorgenommene Beschrif-
tung durch die spéter angewendeten Fixierungs- und
Farbelosungen nicht geléscht [2].

Voraussetzung fiir die Durchfithrung von Fdrbungen
nach Papanicolaou, mit Himatoxylin-Eosin u.a. ist die
sofortige Fixation der noch feuchten Ausstriche fiir
mindestens 15 Minuten in Kiivetten mit 96 %igem Al-
kohol oder mit einem Sprayfixativ. Letzteres Verfahren
ist wegen der einfachen Handhabung fiir ambulante
Eingriffe in chirurgischen Praxen und Ambulanzen be-
sonders geeignet. Ein Antrocknen der Ausstriche vor
der Fixation ist wegen erheblicher Artefakte auf jeden
Fall zu vermeiden. Nach Fixation 148t man die Pripara-
te an der Luft trocknen. Sie sind nach etwa einer Stun-
de trocken und konnen fiir den Versand in
Objekttriagerboxen verpackt werden [1, 2, 3, 6].

Alternativ zur Feuchtfixation mit anschlieRBender Luft-
trocknung konnen bei entsprechenden Transportmog-
lichkeiten die Ausstriche bis zur Ankunft im
pathologischen Labor in den alkoholgefiillten Kiivetten
verbleiben. In diesen Fillen erfolgt die Firbung ohne
zwischenzeitliche Trocknung [3].

Fiir die Durchfithrung einer May-Griinwald-Giemsa
(MGG)-Fdrbung z.B. fiir himatologische Analysen
werden die Priparate luftgetrocknet . Hier entfallen
zwangsldufig die o.g. Fehlermoglichkeiten durch An-
trocknung der Punktatausstriche vor Alkoholfixation.

Diese luftgetrockneten Ausstriche sind versandfihig
und konnen ungefédrbt unbegrenzt aufbewahrt werden

2].

Lufttrocknung und MGG-Firbung sind keinesfalls nur
hdmatologischen Fragestellungen vorbehalten. Sie wer-
den erfolgreich auch in der Diagnostik von Punktaten
solider Organe eingesetzt und teilweise der Feuchtfixa-
tion vorgezogen [2]. Die Wahl des Verfahrens héngt
von der personlichen Erfahrung und Priferenz des Zy-
topathologen ab. Der einsendende Chirurg sollte vorab
die notwendigen Informationen einholen.

Asservation von Punktatausstrichen

* Lufttrocknung (fiir MGG-Fiérbung)
oder

* Feuchtfixation der Objekttréger (fiir andere Farbungen)
—durch Eintauchen in 96 %ige Alkohollsung (15 Min.)
—oder durch Sprayfixativ
—danach: Lufttrocknung iiber etwa 1 Stunde.

" Verfahren zur Asservation von Punktatausstrichen.

Wegen der beiden Methoden eigenen Vor- und Nach-
teile hinsichtlich der Beurteilbarkeit zytoplasmatischer
und nukledrer Details sind Lufttrocknung und Alkohol-
fixation als komplementér zu werten und ggf. nebenein-
ander am gleichen Material einzusetzen [5, 6].

Fiir die Durchfithrung immunzytologischer Untersu-
chungen sind beide Verfahren vergleichbar gut geeignet
[7]. Bei luftgetrockneten Priparaten ist offenbar die Im-
munreaktivitit von Oberfldchenantigenen, bei Alko-
holfixation die von zytoplasmatischen Antigenen
besser erhalten [2]. In beiden Féllen wird im Labor vor
der Antikorperiiberschichtung eine Nachfixation mit
Azeton erforderlich. Dies fiihrt zu einer verbesserten
Durchgiingigkeit der bei der Lufttrocknung intakt ge-
bliebenen Zellmembranen.

Generell sollten Punktionsfliissigkeiten nativ und zum
Schutz gegen eine Kontamination durch Bakterien gut
verschlossen so rasch wie moglich an das untersuchen-
de Labor weitergeleitet werden. Ist dies nicht innerhalb
weniger Stunden (kritische Grenze ca. 3 Stunden) ge-
withrleistet, kann der einsetzende ProzeR der Zytolyse
durch Kiihlung verzégert werden.

Ein Gefrieren der Proben ist unbedingt zu vermei-
den.
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Punktionsfliissigkeiten aus Zysten (z.B. Schilddriise,
Mamma) oder serdsen Hohlen (Aszites, PleuraerguR)
sollten zur Verhinderung einer moglichen Gerinnung
mit einem Antikoagulans versetzt werden. Geeignet
hierfiir sind Heparin (Dosierung: 1 mg oder 100 IE auf
10 ml Punktat), EDTA (Dosierung: 10 mg auf 10 ml
Punktat) oder Natriumzitrat (Dosierung: 20 mg auf 10
ml Punktat) /1, 13]. Diese vorsorgliche MaRnahme ist
bei Punktionsfliissigkeiten aus Gelenken nicht erfor-
derlich.

Die Punktionsfliissigkeiten werden im Labor in Abhéin-
gigkeit von Punktatvolumen und Zelldichte unter-
schiedlich behandelt. Neben direkten Ausstrichen sind
zusétzliche Zentrifugationen, z.B. Zytospin®, oder Fil-
trationen moglich. Sofern die Fliissigkeiten unfixiert
versandt werden, kénnen die damit gewonnenen Aus-
striche luftgetrocknet und nach MGG gefirbt oder -
noch feucht - alkoholfixiert und anderen Firbungen
inkl. immunzytologischer Analysen unterzogen werden

[1, 3].

Nur wenn in Ausnahmesituationen wegen zu langer
Transportzeiten eine rasche Weiterbearbeitung der
Punktionsfliissigkeit unmoglich und ein sicher gekiihl-
ter Transport nicht garantiert werden kann, sollte ent-
sprechend den Empfehlungen von Papanicolaou mit
einem gleichen Volumen 50 %igen Alkohols fixiert
werden [8, 13]. In diesen Situationen entfillt die Mog-
lichkeit einer Farbung nach MGG.

Punktatasservation aus Kérperhohlen und Zysten

Zur Verhinderung einer Gerinnung (bei Gelenkpunktaten nicht
erforderlich):
* Heparin-Zusatz (1 mg oder 100 IE auf 10 ml Punktat)
oder
* EDTA-Zusatz (10 mg auf 10 ml Punktat)
oder
e Natriumzitrat-Zusatz (20 mg auf 10 ml Punktat)

e Kiihlkette bei +4 °C bei Transportdauer bis max. etwa 12 Stun-
den
in Ausnahmefiillen (s. Text) alternativ:

e Fixation 1:1 mit 50 %iger Aethanol-Losung bei lingerer Trans-
portdauer

- Bei Punktaten aus Korperhohlen (PleuraerguB, Aszites)
oder Zysten (Schilddriise, Mamma) besteht die Gefahr einer Gerin-
nung. Um fiir die zytologische Analyse notwendige Sedimentationsver-
fahren zu ermdglichen, sollte vorsorglich eine der angegebenen
Gerinnungshemmungen eingesetzt werden.
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