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2. INTRODUCCION:

Anatomia Patoldgica es la especialidad de la medicina que se ocupa del
estudio de las causas, desarrollo y consecuencias de multiples enfermedades
utilizando técnicas morfoldgicas. La Unidad de Anatomia Patoldgica del Hospital
Regional Coyhaique procesa todas las biopsias diferidas y citologias no
ginecoldgicas de la red asistencial del Servicio de Salud Aysén.

3. OBJETIVO:

e Describir cada etapa de la Técnica de procesamiento cito/histoldgica que
se realiza en biopsias diferidas y citologias no ginecoldgicas en la Unidad
de Anatomia Patoldgica.

4. RESPONSABILIDADES DEL CUMPLIMIENTO DEL PROTOCOLO:

RESPONSABLE FUNCION
Jefe Anatomia Patoldgica e Velar por el cumplimiento del protocolo de
control calidad APA.

Anatomopatdlogos, e Conocer, cumplir y aplicar protocolo.
Tecnodlogos Médicos,
auxiliar, secretario

Tecnodloga Medico | e Evaluar y supervisar peridodicamente el
encargado de Calidad indicador.
5. ALCANCE

e Este protocolo debe aplicarse para la ejecucion de todos los
procedimientos que se realizan en la biopsia diferida.

6. EXCEPCIONES: N/A

7. TERMINOLOGIA

Fijacion: Es preservar en los tejidos celulares, las caracteristicas morfolégicas
y moleculares lo mas parecidas posibles a las que poseia en su estado vivo.

Bloque celular: El bloque celular se obtiene recuperando del liquido o aguja de
puncion los restos tisulares vy, tras fijacion en formalina e inclusién en parafina,
se tifien con H&E, técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas, segin proceda.

Inclusion histoldgica: es el método mas comun proveer soporte al tejido para
permitir su posterior corte. Consiste en infiltrar la muestra con sustancias
liquidas que tras un proceso de polimerizacién o enfriamiento se solidifican, sin
afectar a las caracteristicas del tejido.
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Tincion histoldgica: La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los animales,
son incoloros y por ello necesitamos tefiirlos para observar sus caracteristicas
morfolégicas con el microscopio Optico. Ello se consigue con el uso
los colorantes, sustancias coloreadas que son capaces de unirse de manera
mas o menos especifica a estructuras del tejido aportandoles color.

Biopsia: Estudio macro y/o microscépico de una muestra total o parcial de un
organo o tejido, obtenido de un ser vivo, para orientar una conclusion
diagnostica.

Biopsia Intraoperatoria: Consulta solicitada al anatomo patoélogo durante el
procedimiento operatorio, cuyo objetivo es orientar la conducta quirirgica, a
través de una indicaciéon o diagndstico presuntivo inmediato.

8. DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES DEL PROCESO:

8.1. Técnicas de fijacion:

e La fijacion consiste en interrumpir los procesos de degradacion que
aparecen tras la muerte celular, tratando de conservar la arquitectura y
composicién tisular lo mas proxima posible a como se encontraba en el
organismo vivo. En funcién del estudio microscopico que se vaya a realizar
existen diversos tipos de fijadores.

« Tipos de fijadores usados en la Unidad de Anatomia Patoldgica del Hospital
Regional Coyhaique.

Tipo de fijador Tipo de muestra
Formalina 10% tamponada Se utiliza para todo tipo de biopsias y
citologias generadas en el Hospital
Regional Coyhaique.

e Protocolo de preparacion de Fijadores:

» Formalina Tamponada al 10%: El establecimiento adquiere este fijador
listo para usar. No se requiere preparacion del reactivo.

e Protocolo de Fijacion en el Establecimiento:

» La unidad de Anatomia Patoldogica distribuira a todos los servicios
clinicos frascos de diferentes volimenes con la cantidad de formalina
necesaria (10 a 20 veces volumen de la muestra) para la fijacién de la
biopsia.
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8.2. Procesos de deshidratacion, aclaramiento e impregnaciéon de
tejidos:

e Posterior a la Macroscopia, las muestras ya fijadas, se colocan en casettes

histolégicos numerados y se distribuyen en el canastillo del procesador de
tejidos.

e Se programa el procesador de tejidos en modo automatico durante 18
horas.

8.3. Programacion del Procesador Automatico de Tejidos:

Estacion Reactivo Tiempo Etapa
1 Alcohol 70% 1 hora
2 Alcohol 70% 1 hora
3 Alcohol 95% 1 hora y media
4 Alcohol 95% 1 hora
Deshidratacion
3 Alcohol 100% 1 hora
6 Alcohol 100% 1 hora y media
7 Alcohol 100% 1 hora y media
8 Neo-Clear I 1 hora y media
9 Neo-Clear II 1 hora y media Aclaramiento
10 Neo-Clear III 1 hora y media
11 Parafinal 60° 2 horas
Impregnacion
12 Parafina II 60° 3 horas

e Transcurridas las 18 horas, el canastillo con muestras se retira del
procesador y se lleva al centro de inclusion.

8.4. Procedimiento de Inclusion (formacidn de taco de parafina):

e Para formar el taco, se utiliza un histomolde acorde al tamafio de la
muestra y se procede a la inclusion en parafina fundida a 60°C, para luego
enfriar el taco en platina fria.

e Una vez fria la parafina, se desmolda el taco.

e Se ordenan los tacos segun numero de biopsia correspondiente.

¢ Deben coincidir el nUmero de tacos con nimero cassetes realizados en la
Macroscopia.

m
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8.5. Corte histoldgico, tincion y montaje:

Procesamiento biopsia diferida:

e Se chequea en el sistema informatico los requerimientos especiales tales
como nuevos cortes y niveles, técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas y descalcificaciones. Se buscan estos tacos y se
ordenan junto a los tacos correspondientes del dia.

e Una vez revisadas y ordenadas las inclusiones se procede a realizar el
corte histologico.

e Colocar cassette en porta muestra del micrétomo.

e Orientar y desgastar el taco hasta que la superficie de corte sea la
correcta.

¢ Obtener cortes de 3, 4, 5 0 6 micras segun tipo de muestra.
e Estirar corte en bafio de flotacion a 48 o 50° C.

¢ Recoger corte en portaobjetos con medio adhesivo, rotulado con N° de
Identificacion de la biopsia y ordenar en rack de tincion.

e Llevar el rack con cortes histologicos al equipo automatico de tincion y
colocarlo en la estacion de entrada.

» A todas las biopsias endoscdpicas y biopsias incisionales de cuello uterino
se les realiza un nivel profundo de rutina.

Wm
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Procedimiento de Tincion de Rutina regresiva (H&E) en Equipo
Gemini AS Thermo scientific.

Estacion Etapa Tiempo Reactivo
1 Secado 45 min. Estufa 60°C
2 Desparafinacion 10 min. Neo-Clear
3 Desparafinacion 10 min. Neo-Clear
4 Desparafinacion 10 min. Neo-Clear
5 Hidratacion 5 min. Alcohol 100%
6 Hidratacion 5 min. Alcohol 100%
7 Hidratacion 3 min. Alcohol 95%
8 Hidratacién 3 min. Alcohol 95%
9 Hidratacion 3 min. Alcohol 70%
10 Hidratacion 2 min. Agua corriente
11 Tincidn 14 min. Hematoxilina Harris
12 Lavado 2 min. Agua corriente
13 Diferenciacion 1 seq. Alcohol acido
14 Lavado 2 min. Agua corriente
15 Azular 2 min. Agua amoniacal
16 Lavado 2 min. Agua corriente
17 Tincion 4 min. Eosina Y 0,5% acuosa
18 Deshidratacion 30 segq. Alcohol 70%
19 Deshidratacion 30 segq. Alcohol 95%
20 Deshidratacion 30 segq. Alcohol 95%
21 Deshidratacion 1 min. Alcohol 100%
22 Deshidratacion 2 min. Alcohol 100%
23 Aclaramiento 5 min. Neo-Clear
24 Aclaramiento 5 min. Neo-Clear
25 Aclaramiento 5 min. Neo-Clear

o Una vez que termina el proceso de tincidn, los racks con las ldaminas

se llevan a la cabina de extraccion de gases para limpiar los cortes.

. Las laminas histoldgicas, se llevan al equipo automatico para cubrir
laminas Clear Vue y se utiliza medio de montaje Neo-Mount que es
compatible con Neo-Clear.

o Limpiar el excedente de medio de montaje y dejar secar.

. Revisar al microscopio optico la calidad de corte y tincién de las
ldminas.

. Compaginar que la cantidad de cortes y ldminas correspondan a la

inclusion respectiva, de acuerdo a la descripcidn macroscépica.

o Ordenar las placas histolégicas en bandejas y adjuntar la orden de
examen de biopsia correspondiente.

. Entregar la bandeja con laminas al Médico Patélogo.

M
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Técnicas de Rutina en Laboratorio

Técnicas de Rutina Tipos de biopsias
H&E TODAS LAS BIOPSIAS DE LA UNIDAD
BIOPSIAS ENDOCOPICAS DE ESTOMAGO
PAS BIOPSIAS ENDOSCOPICAS DE ESOFAGO
BIOPSIAS ENDOSCOPICAS DE DUODENO
BIOPSIAS DE PIEL
GIEMSA

BIOPSIAS ENDOCOPICAS DE ESTOMAGO

AZUL ALCIAN ,
BIOPSIAS ENDOSCOPICAS DE ESOFAGO NO
TUMORALES

8.6. Procesamiento de muestras citoldgicas:

En el laboratorio de Anatomia Patoldgica las muestras citolégicas se procesan
de dos formas:

a) Extendido citologico o improntas.

e Lavar en agua corriente el fijador citospray de los portaobjetos

e Tefiir los frotis con Tincion de rutina progresiva, Hematoxilina/Eosina

e Ordenar las ldminas histoldgicas, de acuerdo a la descripcion
macroscopica en bandejas y adjuntar la orden de examen de estudio
correspondiente.

e Entregar la bandeja con laminas al Médico Patologo.

Procedimiento de Tincion de Rutina progresiva (H&E)

REACTIVO TIEMPO
HEMATOXILINA 1-2 MINUTOS
AGUA AMONIACAL 30 SEGUNDOS
EOSINA 30 SEGUNDOS
ALCOHOL 70% 10 DIPPING
ALCOHOL 96% 10 DIPPING
ALCOHOL 96% 10 DIPPING
ALCOHOL 100% 10 DIPPING
ALCOHOL 100% 10 DIPPING
NEOCLEAR 1 10 DIPPING
NEOCLEAR 2 10 DIPPING
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b) Procedimiento Bloque Celular para liquidos citolégicos y PAAF.

e La muestra debe ser enviada en tubos conicos o frasco a la Unidad de AP.

* La muestra debe llegar idealmente con liquido fijador. (Formaldehido o
alcohol 959)

e Homogenizar la solucién con vértex a 16 rpm.
o Centrifugar durante 30 minutos a maxima velocidad.
» Eliminar sobrenadante y dejar una fina capa sobre el sedimento.

» Romper sedimento con pipeta pasteur de plastico y homogenizar con
vortex a 8 rpm.

e Agregar 2 ml aprox. de agar liquido al 3% (este paso debe ser rapido para
evitar la solidificacion del agar)

e Mezclar con pipeta el agar y sedimento.

 Homogenizar la muestra con agar en vortex a maxima velocidad y dejar
enfriar al menos dos horas.

 Finalmente, seguir el protocolo de procesamiento de la biopsia diferida.

e Teir los frotis con Tincién de rutina regresiva, Hematoxilina/Eosina

e Ordenar las l|aminas histologicas, de acuerdo a la descripcion
macroscopica en bandejas y adjuntar la orden de examen de estudio

correspondiente.

e Entregar la bandeja con ldminas al Médico Patdlogo.

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

¢ Manual Procedimientos de Anatomia Patoldgica, Hospital Santiago
Oriente. Dr. Luis Tisné.

e Procedimiento de inclusion de biopsias en la Unidad de Anatomia
Patologica. Hospital Doctor Hernan Henriquez Aravena.

¢ Procedimiento de corte histolégico de la Unidad de Anatomia Patoldgica.
Hospital Doctor Hernan Henriquez Aravena.

10. EVALUACION: N/A

11. INDICADORES: N/A
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