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(57) Rezumat:

1 2

Inventia se refera la medicina, in particular la un 5 apoasa de pironind G de 5% - 17,5 si apa distilata -
procedeu de obtinere a preparatelor histologice si 250. Dupa colorare preparatele se spdld timp de
poate fi utilizatd in morfopatologie. 2...3 s cu apa distilata, se usucd pe hartie de filtru,

Procedeul de obtinere a preparatelor histologice se diferentiaza timp de 1...2 s in amestecul ace-
include fixarea tesutului, imbibarea cu parafind tona:xilen (1:1) si se includ in balsam.
topitd, obtinerea sectiunilor cu grosimea de 5...7 Rezultatul inventiei constd n ameliorarea gra-
um, deparafinarea lor, spélarea cu apa distilata si 10 dului de colorare si in reducerea duratei de colorare
colorarea, care se efectueaza timp de 30 min intr- a preparatelor histologice.
un amestec constituit din volume egale de solutii, Revendicari: 1
una dintre care contine 0,5 M tampon de acetat cu
pH 4.8, iar a doua contine, parti de volum: solutie
apoasd de verde de metilen de 2% - 10, solutie 15
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, 1n particular la un procedeu de obtinere a preparatelor histologice si
poate fi utilizatd in morfopatologie.

Este cunoscut procedeul de obtinere a preparatelor histologice pentru examinarea structurilor
celulare, care include utilizarea verdelui de metilen si a pironinei pentru colorarea citoplasmei,
nucleului si nucleolilor. Acest procedeu asigura rezultate obiective, dar are un sir de dezavantaje, dintre
cele mai importante sunt: cale laborioasa, de duratd, absenta sectiunii-martor, precum §i extragerea
nedorita a pironinei din citoplasma in timpul deshidratarii si diferentierii [1].

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a preparatelor histologice pentru examinarea citoplasmei,
nucleului si nucleolilor in baza colorarii acizilor nucleici — ADN (localizat in nucleu) si ARN (localizat
in special in nucleol si, mai putin, in citoplasma), conform céruia fragmentele de tesuturi se fixeaza in
alcool absolut, se imbibd cu parafini topitd in felul urmator: Se trateazd cu amestec de alcool :
cloroform (1:1) timp de 6...12 ore, cloroform 6...12 ore, amestec de cloroform : parafind (1:1) 2...3 ore
la temperatura de 37°C, parafind la temperatura de 54°C timp de 1,5...2,5 ore, apoi iardsi in parafini la
temperatura 54°C timp de 1,5...2,5 ore, se raceste cu apd, blocul se decupeaza si se Incleie pe o cald din
lemn. Se efectueazd sectiuni tisulare cu grosimea de 5...7 um, se deparafineaza cu xilol, se
deshidrateaza in alcool de 70° si 80°. Doua sectiuni deparafinate se coloreaza simultan cu un amestec
compus din verde de metilen si pironind, una din sectiuni fiind in prealabil tratatd cu acid tricloracetic
de 5% timp de 15...20 min la temperatura de 90°C sau cu solutie de HC1 IN timp de 5 min, la
temperatura de 60°C. Sectiunile se spald cu apd distilatd (3...10 min) si se amplaseaza intr-un amestec
compus din verde de metilen §i pironind timp de (15...20)...(60...120) minute.

Sectiunile iarasi se spala cu apa distilatd, timp de cel mult 15...30 s, dupa aceasta — cu alcool etilic,
timp de 3...5 s. Sectiunile se diferentiaza si se deshidrateaza in alcool butilic timp de 0,5...1,5 ore, apoi
se spala in xilol i se includ in balsam.

Dezavantajul acestui procedeu constd in durata indelungatd a colordrii §i extragerea nedoritd a
pironinei din citoplasma in timpul deshidratarii si diferentierii, ceea ce duce la colorarea insuficienta sau
lipsa colordrii citoplasmei [2].

Problema pe care o rezolva inventia consta in sporirea rapiditatii, calitétii si intensificarea coloratiei
citoplasmei, nucleului si nucleolilor.

Procedeul de obtinere a preparatelor histologice include fixarea tesutului, imbibarea cu parafind
topitd, obtinerea sectiunilor cu grosimea de 5...7 pm, deparafinarea lor, spalarea cu apa distilata si
colorarea, care se efectueaza timp de 30 min intr-un amestec constituit din volume egale de solutii, una
dintre care contine 0,5 M tampon de acetat cu pH 4,8, iar a doua contine, parti de volum: solutie apoasa
de verde de metilen de 2% - 10, solutie apoasa de pironina G de 5% - 17,5 si apa distilata - 250. Dupa
colorare preparatele se spala timp de 2...3 s cu apa distilatd, se usuca pe hartie de filtru, se diferentiaza
timp de 1...2 s in amestecul acetona:xilen (1:1) si se includ in balsam.

Rezultatul inventiei consta in ameliorarea gradului de colorare si in reducerea duratei de colorare a
preparatelor histologice.

Exemplul 1

Pentru obtinerea preparatelor histologice, in scopul examinarii structurilor celulare s-a prelevat
material tisular care s-a fixat in alcool absolut. S-a prelucrat in bateria cu reagenti chimici pana la etapa
imbibarii cu parafind topitd, apoi s-au efectuat sectiuni tisulare cu grosimea de 5...7 um.

Pentru colorare s-au pregitit 2 solutii de baza: o solutie contine 17,5 ml solutie apoasa de pironind
G de 5% si 10 ml solutie apoasa de verde de metilen de 2%, la care se adaugd 250 ml apa distilata. A 2-
a solutie contine 0,5 M solutie-tampon de acetat cu pH 4,8. Amestecul de lucru contine volume egale
ale acestor solutii.

Sectiunile cu grosimea de 5...7 pum se deparafineaza, se spald cu apa distilatd timp de 5 min, se
coloreaza timp de 30 min in amestecul preparat, se spala in apa distilata timp de 2...3 s, se usuca pe
hartie de filtru, se diferentiaza timp de 1...2 s in amestecul acetond:xilen (1:1) si se includ in balsam.

Ca rezultat, s-au obtinut sectiuni colorate intens: citoplasma se prezintd in rosu sau diverse nuante
roz, nucleele — in verde-albastru, nucleolii — in rogu.

Exemplul 2

Pentru obtinerea datelor comparative, sectiunile se coloreazd conform procedeului cunoscut.
Sectiunile pregatite conform procedeului descris in exemplul 1 se coloreaza timp de
(15...20)...(60...120) min in colorant cu urmatoarea compozitie: verde de metilen 0,15 g; pironina G
0,25 g; alcool 96° 2,5 ml; glicerind 20 ml; 0,5 M solutie de acid carbolic hidric 100 ml. Sectiunile se
spald in apa distilatd timp de 15...30 s, in alcool etilic de 96° timp de 3...5 s. Se diferentiaza si se
deshidrateaza 1n alcool butilic normal timp de 30...90 min. Se clatesc cu xilol si se includ in balsam. Ca
rezultat, citoplasma se coloreaza in diverse nuante ale culorii roz si rosu, nucleele celulare — in verde,
albastru-verde sau albastrui, nucleolii — in rogu.
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4

Datele comparative obtinute indicd asupra faptului cd procedeul propus face posibild obtinerea unei
coloratii mai calitative intr-un interval de timp mai redus.

(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a preparatelor histologice ce include fixarea tesutului, imbibarea cu
parafind topitd, obtinerea sectiunilor cu grosimea de 5...7 pm, deparafinarea, spalarea cu apa distilata,
colorarea, spalarea, uscarea, diferentierea si includerea in balsam, caracterizat prin aceea ca colorarea
preparatelor se efectueaza timp de 30 min Intr-un amestec constituit din volume egale de solutii, una
dintre care contine 0,5 M tampon de acetat cu pH 4,8, iar a doua contine, parti de volum: solutie apoasa
de verde de metilen de 2% - 10, solutie apoasa de pironina G de 5% - 17,5 si apa distilata - 250, dupa
colorare preparatele se spdla timp de 2...3 s cu apa distilatad §i se usucd pe hartie de filtru, iar
diferentierea se efectueaza timp de 1...2 s in amestecul acetond:xilen (1:1).
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