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Visio, & Expadienle N® 20450-13;
CONSIDERANDO:

ue, & arllculo Vi del Titwla Preliminar de 1 Ley N* 26842 — Ley General oe Saiug, esiablece que
responsabilided del Estado promover las condiciones que garanticen una adecuada cobenura
prestaciones de Salud a la poblacidn, en términos socialmente sceptables de segundad,
bortunidad y calidad, razdn por la cual, es preocupacidn conslante del Minisieno de Salud
jonzar |a calidad asistencial, asl como Iz Implementacion de la mejor practica clinica en las
prestaclones asistenciales que se brinde a la poblagion usuaria en los Establecimiento de Salud;

Que, mediante Resolucion Ministerial N*528-2011/MINSA, se aprusban |a "Normas para la
Elaboracién de Documantos Normativos del Ministerio de Salud™, cuyo numeral 6 1.4 del acapite
1 referido a los "Documentos Normativos®, establece que, "Cuando el Documento Técnico sea
Manual, sy finglidad es basicamanie de Informacién a los usuarnios y oparadores cotidianos, por
gue cabe ser ge facil manejo, fécil entendimiento y faci aplicacién, debiendo comprender lo mas
stancial de uns delemmnads malena®,

ue, en ese conlaxto, mediante Memorando N*542-2013-0GC-Resp ECS-HONADOMANLSB, el
Jefe de la Oficina de Gestitn de la Calidag remite al Jefe del Departamento de Ayuda al
Diagnostica, &l Informe N*061-2013-ECS-0OGC-HOMNADOMANIL.SB, por al cual la Respoﬁsable de

chedimmnmt Técnicos”, elzborada por &l Serviclo de Anatomia Patok&grca cuenta con opinian
vorable para su aprobacion;

, mediante Nola informativa N*520-JDAD-HONADCOMANI-SB-2013, el Jefe del Departarnento
, :Ie Aruua al Diagnosiico remite al Director General, & citado Manual para su aprobacion a través

_”" de fa Resoiucion Directoral respectiva, cuya finalidad 2s ser un referente de buena practica clinica
que permite definir vy estandarizar 108 pincesos tiempos de sfecucion ¥y responsabilidsdes del
personal del Servico de Anatomia Psloldgica, y & su vez cuenia con opinidn favorable de
Oficina de Geslion de |a Calidad, y retne |a 2structura minima establecida an &l numesal 8 1 4 del
acapile 61 referidc a los "Documentos Normativos™ de las "Normas para la Elaboracion de
Documentos Mormativos del Minislerio de Salud”, aprobada mediante Resolucibn Minisleral
N526-2011/MINSA;

s Que, mediante Oficio N°0222 SDG HONADOMANI SBE 2013, el Sub-Director Generdl emite
apinibn favorable para la aprobacion del citado Manual, por o cual es necesario emitir el acto
resolutivo correspondiente

Con |as visaciones de la Sub - Direccidon General, dei Departamento de Ayuda al Diagnoshica, de
la Oficina ve Gestion de la Calidad y de ia Oficina de Asesoria Juridica,

En uso de laa atrbuciones y facultades confendas al Director General madmanie Resolucibn
Ministerial N*436-201 1/MINSA y I3 Resolucion Ministerial N® 884-2003-SA/OM. que aprueba el
Reglamenio de Organizacitn y Funciones del Mospitsi Nacional Docente Madse Nifig "San
Bartolomé”
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| INTRODUCCION

El irabajo de la Anatomia Palolégica liene caraclerislicas que requiere de las personas un
conocimiento ledrico de la lecnologia, ciencia y arte de la medicina en general y en particular de |a
Anatomia Patologica, la capacidad de un trabajo en equipo que consolide la experiancia cuclidiana
nca y sorprendente cientificamente hablando, el uso de un raciocinio logico pedinentemente
exioso para la interpretacion de los mecanismos fisioldgicos y fisiopatoidgicoes de la morbilidad de
la estructura bioldgica corporal, organica, lsular, citoldgica y molecular; de una obligada y
permanente actualizacion de los conocimientos teéncos y aplicativos para la mejora permanente
del diagndstico.

Toda ests actividad se evidencia en la organizacion del trabajo de la Analomia Patologica que
comprende Unidades como I Patologia Quirdrgica, la Citologia, la Citogenética y Biologia
Motscular y Necropsias

El presente Manual de Procadimientos Técnicos que presentamos a continuacion es un documento
de Gestion Clinica del laboratorio de la Anatomia Palolbgica, relerente necesario para la practica
cuotidiana que justilica su Importancia

IL-FINALIDAD

Este documento tienen como finalidad ser un referente de buena practica clinica que nos permitira
definir y estandarizar los procesos, sus liempos de ejecucion y las responsabilidades de cada uno
de los trabajadores en forma puntual y global dentro de los procadimientos gue ejecutamaos; asi
mismo desarrollarios seqguln las mejores evidencias cientifico tecnoldgicos, monitorear y realizar
evaluaciones de sus productos a fin de brindar un servicio de calidad a nuestros usuarios

HL-OBJETIVO

- Determinar de manera explicita nuestra labor diaria, los procesos que realizamos y sus tiempos
de ejecuciin y las responsabllidades de cada uno de los Irabajadores en el proceso global

- Servir de referente para «) desarrollo y la evaluacion gque permita:

» Establecer los lineamientos estandarizados de los procedimientos de examenes
histopatolégicos, necropsicos, cliolégicos y citogenédticos bajo los criterios de Calidad,
gficacia y eficiencia,

« Designar las responsabilidades del personal que labora en el Servicio bajo los criterios de
correspondencia con su nivel laboral, experticia y capacitacion

IV-BASE LEGAL
o Ley N° 27657 Ley General de Salud
Ley N* 27657 Ley del Ministerio de Salud
Ley N* 27658 Ley Marco de la Modernizacidn del la Gestion del Estado

Decrelo Supremo N° 013-2002-SA — Aprueba el Reglamento de la Ley N° 27657 - Ley del
Ministerio de Salud.

Decrelo Supremao N* 023/2005-SA aprueha ] ROF del MINSA

Decreto Ley N* 276 Ley de bases de la administracidn Publica

Ley N® 27444 — Ley de Procedimiente Administrative General

Resolucidn Ministerial N° 884-2002 Aprueba el Reglamento de Organizacion y Funciones

del Hospital Nacional Docente madre Nifio “San Bartolomé™

Resolucion Ministerial N® 603-2006-SA/DM

= Resolucion Ministerial N® 317-2009-SA/DM  Aprueba directiva N® 007-MINSA/OGPE-
V.02: (14 de mayo 2009) Directiva para la Formulacion de Documentos Técnicos
Normativos de Gestign Institucional™

¢ Resolucion Ministerial N® 526-201) MINSA Nonma para la elaboracién de documentyos

Normativos del Ministerio de Salud
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V.-AMBITO DE APLICACION

El cempo de aplicacin del presente manual es ef Servicie de Anatomiz Patolégica dal
Departamento de Ayuda Diagndstica del HONADOMANI San Bartnlomé y por ande estd dirigido a
todo el personal que labora on &l

Estd dirigido a lodo & pargonal dal Serviclo de Anstomia Paldlégica como médicos anatomao
pattlegos, tecndlogos médicos, bidlogos, 1éanicos de laboratono ¥ acminisirziivos.

VI.-ASPECTOB TECNICOS CONCEPTUALES

El producto hnal de la Anatomia Patoldgica es usado en el proceso del estudio de la salud y su
marbifidad, para fines diversos como san.

a} Eldiagnostico. prondstico y tratamienio de las enfermadades

b) Lainvestigacién y publicacion centificas

c) La geslidn clinica

d) La Microfotografia

&) Como alemento legal

fi Epidemiologia

g} La Audioria

h) Lo innovacion tecnologica

iy LaDocencia

I} La élica y deontologla

En &l presentes manual se enumeran log procesos, se describan vy fijan las funciones y se detallan
los procadimientos cuya base esla ralerida a los consensos clantificos de estandanzacdn universal
&n ia Anatomia Patologica

Estos pracesos lamados procedimianios l#enicos, se describirdn segun las areas o unidades de
trabajo, como.

1. Progedimisntos lécnicas en Patologla Quirdrgica

< Procedimientos fécmicas en Cilologla

3 Procedimientos técnicos en Clogenética,

4 Procedimientos lécnicos en Necropsins.

NIVELES DE RESPONSABILIDAD
Loz niveles d2 responsabilidad se definen y descritien an el cursa de todo el proceso

Este documento representa un magno esfuerzo dal personal del Senicio de Anatamia Patologca
que colabard en su realizacitn que a continuacion detellamos

ELABORACION: Dra. Nery Romero Rojas
COLABORADORES Dra, Ingrid Zegarra Urgquizo
Lic TM Jesus Rigusima Asredondo
Lic. TM Marianes Vargas Chavez
Lic TM Laura Huallpa Salas
Lic. TM Maria Isabel Osono
Lic Th Carolina San Migual Egusquiza
Lic TM Rafasel Vega Vera
Lic. Vanesa Llanos Condor
Biol Rosario Gamarra Camacho
SECRETARIA Sra. Erika Gonzales Martinez
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HOSPITAL NACIONAL DOCENTE MADRE NINO “SAN BARTOLOME"
DEPARTAMENTO DE AYUDA DIAGNOSTICA

SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

DESCRIPCION DE FUNCIONES Y PROCESOS:

“PROCEDIMIENTOS TECNICOS
EN LA UNIDAD DE
PATOLOGIA QUIRURGICA”




PROCESAMIENTO DE ESPECIMENES DE LA PATOLOGIA QUIRURGICA
CONSIDERACIONES GENERALES

Los especimenes quirirgicos o muestras que procesamos en esta unidad se obtienen
mediante las denominadas biopsias, exlirpacidn de drganos mediante actos quirdrgicos, cirugia
laparoscopica, blopsias puncidn aspiracidn, asi comao los dbitos fetales y las placentas, Un proceso
particular lo constiluye la denominada biopsia por congelacian, la cual explicaremos en forma
separada,

Fste procesamianto de los especimenes quirdrgicos conduce a la formulacion del
diagndstice andtomo patoldgico que es una de las actividades principales del Saervicio de Anatomia
Patolégica

La respansabllidad laboral se designard o sefialard segin el nivel del proceso

En todo el proceso el personal usarad guantes, mascarilla y ropz de laboratonio como medida
de bloseguridad

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS
Este proceso consta de diferentes etapas o pasos que desarrcllaremos a confinuacion y podemos
dividirles en:

RECEPCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
REGISTRO DE LA MUESTRA

PROCESAMIENTC MACROSCOPICO
PROCESAMIENTQ TECNICO

DIGNOSTICO FINAL

DIGITACION

ENTREGA

ARCHIVC

. ESTADISTICA

10. CONTROL

1.- RECEPCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Responsable; Tecnico de Labeoralono
La Fecepcian de los especimenes fiene como objetiva constatar el lipo de espécimen cue se
recibe en @l servicio y si concuerda con la hoja de salicitud, Estas muestras wenen de sala de
operaciones, consulta axterna, hospitalizacion, emergencia, de referencia de olras instituciones o
particulares.
Tiempo de Ejecucion: se realzara mmediatamenie lleguen las muestras al Servicio de Anatomia
Patoldgica
La muestra llega con un documento de pago y una hoja de solicilud dal examen que contenga o
sigulentes datos: (Anexo V1)

a) De filiacibn: Nombres y apellidos, edad, N° de historia clinca, sexo, procedencia.

departamento, servicio, N de cama

b} MNombre del especimen o muestra

c) Informe de patologla previos o de otro hospital

i} Enfermedad actual y exameanes auxllisres de importancia

e) Hallazgos operativos

1 Diagndstico Clinico

g} Fecha

h) Fama del médico que solicita el examen
Responsaple; (écmco.
Si la muestra llegara sin el documento de page, mmediatamente se facturara digitaimente segun
eiodigo respectivo
Responsable; digitador o secretana def servicio

2.- REGISTRO DE LA MUESTRA
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Responsable: Técnico de Laboratono
Tiempo de Ejecucion: se realizard inmediatamente lleguen las muestras al Servicio
MATERIALES

Libro de registro

Lapiz de cera

Lapicero

Engrapadaor

Guanles

La muestra inmediatamente racapcionada, serd inscniia en el libro de registro de la Palologia
Quirargica (Anexo N* 2), donde se le asignara un numero para su ldentificacion postariar y se
consignarda:

2) Fecha de ingreso del egpecimen,

b) N* de Muesira- este numero se colocara en el recipienie del espécimen, hoja de solicitud,
casetes y blogues de parafina, laminas, repore final y en todos los libros de registro v
control y la esfadistica del area

¢) Nombras y apellidos,

d) Edad,

e) N*de historia clinica,

fi Tipo de espécimen y

g) Médico y lécnico responsables _

Se Inscribird con ldpiz de cera el numero de regisiro en el recipiente que transporta la muestra y en
ia hoja de sqlictud y se asegurara que la muestra esté en un recipiente que lo cubra lotalmenie
con formal

3.- PROCESAMIENTO MACROSCOPICO
Responsable: médico patalogo
Colaboradar: Técnico de laboratorio
Tiempo de Ejecucidbn se realizara inmediatamenie después del registro durante el horaro de
trabajo.
Equipos:
- Equipo de diseccitn. bislurl, pinzas sin dienles, pinzas con dientes, lijeras, viscerdlomo,
esliieles, sierra eléctrica. otros
- Balanza
-~ Cémara y Equipo fotograficos.
Reactivos:
- Formol
- Decalcificante
Materiales
- Recipientes de diversos tamafos para colocar los especimengs en formol
- Casetes
- Recipientes para colocar los caseles con muesiras
= Fapel flitro
= Hojas de bisturl
- Regla
~ Tabla para diseccion
- Lapiz de carbén
- Lapicero.
— Tinta para bordes de seccion.
- Formatos de las guias de procedimientos especificos, protocolos U hojas de check list
- Algodon.
Gasa

- Gunnies
- Hilo de sulura para fetos

STUMIREE e goss saus
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El objetivo de este paso es, realizar segin estdndares interacionales, la descripcidn macroscopica
de la muestra, abordar 1as lesiones y eleqir la zona mas representativa de 12 lesion para realizar el
diagnietico patolagico final, de alll su impartancia y ia responeabilidad recse en el medico patblogo
y &sla es no delegable. El producto que se obliena es un documento llamado reporte macroscopico
y muestras para al procesamiento técnico. Se anotard |a facha de realizads procedimiento.

PHOCEDIMIENTO -

Para cada fipo de especimen se utilizara una guia, protocolo o check list especifico, el cual
debard ser llenado complelamente de acuerdo a los estandares fijados. (Anexos N* )

Se anolard en |3 descripadn macroscopica el ipo de muestra y las condicones en que se recibe, si
asld en fresco o fijado, si es un drgano entero o fragmentadc.

En relacion a kas biopsias se consignara & numero de fragmentos que se recibe, sus
dimansionas, el nombre como el madico envia la muastra ejemplo, “roluiade como biopsia de
mama se recibe 4 fragmenios._.. eic” En relacion a especimenes mayores se describira la forma,
peso. consistancia, dimensiones, color, olor, descripadn de le superficie externa, superficie de
coMe, y cores seriados.

Can Ia tinla china se sefialara los bordes de seccion si fuera obligaloro y de acuerds al caso

Se realizara los cortes estandarizados Cada corte debara colocarse en los casetes con al
respaciive numero de regisiro v se dejaran en un reciplente gue cubrird los caseles con ool en
una proporcion del doble. Se anolard los nimeros de cortes y caseles que se envia por muestra.

Si las muestras fueran mencres a 1 em de didmetro mayor o de una consislencia blanda,
@stas deberan ser colocadas en et casete envueias en papel flitro

En los Gbitos fetales, debera procurarse realizar un BABYGRAMA. Luego de concluido el
procesamiento macroscopico se realizard los diagndsticos macroscapicos de inmedialo, segun
parametros que estan consignados en el protocolo respective Deberd entregarse a secretana para
el lipeado de la macroscopla y se imprimira una hoja la cual se engrampard al protacalo,

Sl por casualidad no hubiera la paclente pagado dicho examen s& Inscribird an el archivo de fetos y
s@ consignaran en éste los diagnbsticos macroscépicos

4.- PROCESAMIENTO TECNICO
Responsable Tecnbloge Médico
Colaborador, Técnico an Laboratorio
Tiempo de Ejecucitn se realizard iInmediatamenta sa concluys el Examen macroscopioo y se
compruebe que |a muestira estd ien fiada

Las t#cnicas en el procesamiento hislopatologico de los especimenes guirirgicos
represantan para ol diagndstico en la Anatomia Patologica ofro paso imponante luego de |a
ablencion de la muestra, su registro & dentificacion y estudio macroscdpico

El manejo y procesamianto 1éenico de los especimenes quinirgicos confiéevan una gran
responsabilidad, en tanto es la base para el diagnostice final. De la calidad que ponea el producto
final en este procesc dependera o diagnostico anatomopatoldgico |

El proceso consta de varios pasos que pasamos & describir
. FH‘EEIDI"I

Freparacidn de lejidos,

Inclusian Bn blogues de paraling

Corte

Coloracion y

Mantaje

" & § & =

4.1.- FIJACION
MATERIALES Y REACTIVOS:
-Farmal al 10%

-Agua destilada.

-Probetas de 1000 ml.
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-Racipenies de piaslico par2 mantencion de espacimanes an formol
Frascos dispensadores para el formel preparado

Guantes y mascarillas

PREPARACION DE REACTIVOS:

FORMOIL AL 10%:

Formaidehido al 37%-40% ... . 100 mi
Agua destilada ...............c... .. ciictiesasesas 900 mi
FORMOL AL 20%.

FormaldeRido al 37%-40% oo s 200 m|
Agumdesitada . ... .. . BOO ml

La Fijacidn es el procesg mediante el cual se precipila Ias proteinas, formando una malla
que engloba |os otros componentes celulares, por (o tanto, los siementos constifulives de celulas y
tejidos son fijados en su estado fisica y parclalmente en sy estado quimico, de manera que puedan
resistit el tratamiento sucesivo con vanios reaclivos sin pérdida, distorsién o descomposicion de su
astructura La fijacion tiene como objelivo interrumplr los procesos de degradacion o lisis de los
tejidos, Inactivando las enzimas prateoliticas e inhiblendo el cracimiento bacteriano que aparecen
tras la muerte celulsr, tratando de conservar su arguilectura y camposicion lo mas proxima posible
a como se encontraba en 2l organiemo vivo; evitantde qle se encojan y procuranda que salo se
endurezcan ligeramente para no fragmentarse cuando se realice el procedimiento posterior.
Usamos diversas sustancias, pero, el mayormenie utllizado es el formol al 10%. Fus August W
Von Hofmann quien descubrid el sldehido férmico (formol) en 1868, sustancia quimica gue
ulilizamaos auin en nuestros dias en la preparacidn y mantenmiento de los cuempos y tejidos.

Es importants tomar en cuenia lo siguiente: ajno existe un fijador universal, ya que un
agente fjador adecuado para un lejido, puede no serlo para ofro, bllos fijladores no conservan
indefinidamente el tejido, c)si se produce un defecto de fijacién jamas podrd ser corregido y es
mposible realizar un estudio histopatolégico de rulina en un material con graves defectos de
fijacion.

Una buena fijacion se basa en cbtener muestras delgadas, menos de Smm de grosor y el
tiempo de fijacion varia en relacidn al tipe de tejido; asi por ejemplo el maternal oseo debe fijarse y
decalcilicarse previamente, lo que demorard algunos dias antes de continuar su proceso. Las
biopsias pequefias generalmenta con unas 4 a 6 horas pueden conlinuar su procesamiento
posterior y otros especimenes como el cerebro necesita una semana pot lo menos.

La filacion se logra por Inmessién o por perfusidon y debe hacerse inmediatamenie oe
obtenida la muestra, salvo especificaciones punluales como la biopsia de congelacion u ofras.

En la seleccién del fijador intervienen varios factores tales como las estructuras y entidades
que se van a demostrar y el lipo de estudio a realizar. Hay numeroses lipos de fijadores, cada uno
con sus ventajas y desventajas, asl tenamos al Formol, &l mas usado, el Alcohol Corriente de 98" |
el Alcohol — éter, acido Picrico, acide Acético y olros,

DECALCIFICACION Y REBLANDECIMIENTO TISULAR.

Se denomina decalcificacién a la completa sliminacidn de las sales de calcio presentes en
los tejidos tras haber realizado su fijacion. Habilualmenle esle procedimiento técnico se realiza de
forma sistematica sobre lejidos mineralizados (dientes y hueso) y esporadicamente, sobre material
anatomopatologico con calcificaciones que dificultan o Impiden |a observacion microscopica de las
lesiones. Se aconseja no decalcificar el lejido en las enfermedades dseas metabdlicas, en las que
el estudio del frente de osificacién es imprescindible para valorar el equlilibrio entre sintesis y
destreccitn de matriz dsea y su grado de calcificacion,

Entre los principales agentes decalcificadores lenamos al Acido nitrico, &cido clorhidrico,
acido sulfuroso, dcido fdrmico, acétlico o tricloroacético, empleados aisladamente o en conjuncion
con distintos liquides fjadores Adeinds, se han ullizado resinas de intercambio idnico, quelantes
quimicos como el EDTA, disociacidn electrolitica y aceleradores de procescs, los emisores de
ultrasonides. E| liquido decaicificanie ideal debe reunr las siguientes cualidades: a) Produci una

qrkef B bk 1 anaempe
2 =4 bl gl g Y u.-‘
wﬁlﬂ#‘l“hl;llmn' it bt e



afiminacian completa de los depdsitos calcicos; b) No provocar efectos indesesables o artefacios
sobre los tejidos tratados v c) No interferir con los procedimientos de linGiin
MATERIALES

Fracrns de plastico

Probelas 100mL

Guanles y mascarillas
REACTIVOS
Agua de cafo . Py s T00mL
Apido Niwico ... e i A L esa 100mL
Formal ... ... o e LR ek g et 100mL
Alcohal 88° , . .. E— A 100mL
PROCEDIMIENTO:

1. Colocar los TO0mL de agua de cafo en un frasco de plastico.
2. Agregarle lentamente los 100mL de Acido Mitrico.

3. Agregarle 100mL de formol comercial

4. Afadir 100mL de alcohol al 96°

Trabajar con guantes y mascarilla

4.2 PROCESAMIENTOQ DE TEJIDOS
Luego de fijada |a muestra, esia debera pasar por dilerenies sustancias quimicas con €l objetivo de
ser accesible a la microtomia que permita visualizar su estructura histoldgica micrascépicamente.
Esta conslitudo por tres pasos secuenciales con el fin de remover lodo el agua de ics tejidos y
reemplazaria con un medic que se solidifique para permitir asl el core de los mismos; son:

* Deshidratacion

* Aclaramienin

*  [nfitracion
La deshidratacion se realiza con alcoholes de concentracion creciente desde las 70" hasta el
aleohol absolulo
El aclaramiento se realize con el xilol ¥ &5 un paso qua permitird que |la parafina penglre a los

[idos.

g Infillracidn en parafina es el reemplazo del agua por la parefina, que parmite se endurezca el
tejido para un ullerior corle

REACTIVOS
a. Formal,
b. Agua destilada,
c.  Alcghel comiente,
d. Aleohol absoluto,
e Xial,
{. Paralina.

Existen dos formas de procesar eslos tepdos Manual o Automatizado
Nosotros [a reafizamos de forma automatizada an un equipo llamade “procesador automatizado de
lejidos”™ que tiena una programacian digital

EQUIFOS
Procesador automatico de tejidos

PROCEDIMIENTO
MNuestro procesador automalico presemta 12 reclplentes que contienen en orden sucesivo, reactivos
por las cuales pasan log casetes de lejidos en un tiempo establacide, tal como a continuacion
detallamaos

1 Fijackdn en formol &l 20%. . 1 hors

2 Aguacogrriente ........ .. .. 1hora

3 Aleochal de T0% . 1 hara y 30 min
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4. Alkoholde 80% .. ........ 1horay 30 min
5 Alcoholde 80% ... ... 1 hora y 30 min
6. Alcoholde 96% ... ..., .. 1horay 30 min
7. Aleohol de 100% . ... 1 hora y 30 min
8. Alcohol de100% ., .. 1 hora y 30 min
9 Xilgl : . = 1 hera y 30 min
0 00! | LS et 1 hora y 30 min
11 Parafina a6 *C ......... 1heray30 min
12 Parafina s 56°C . 1 horay 30 min
13. Parafina a 56°C ....... i hora y 30 min de duracidn

4.3.- INCLUSION EN MOLDES DE PARAFINA
EQuPOs

Centro de Inclusidn (dispensador de parafina y camara fria)

Maoldes de acem para inclusidn
MATERIALES Y REACTIVOS

Pinzas

Pinza para presion de lejidos
REACTIVOS

a, Pearafina
La parafina es una mezcle de hidrocarburos solidos derivados del peirtles, es blanca, lranslicida e
inodara. Tiene Un punte de fusién de 45°C a 60°C. Se ahaden polimeros plaslicos para aumeniar la
consistencia y la alasticidad Este dltimo permite que se formen cintas mas faciiments que ayuda a
a avitar la compresion de los tejidos Tambien se agrega sulfdxido de dimetilo (DMSQ)para lograr
una rapida infiltracion a los lejidos
La inclusidn es el proceso de rodear un tejido con una sustancia firme. La parafina es el medio de
mclusion més frecuentemente usado. La finalidad del proceso es oblener un blogue facil de
manajar, de dureza homogénes, asi como con plasticidad y elasticidad adecuadas, que permita
realizar los cortes de calidad sin distorsidn ni fregmentacién de las estructuras constituyentes dal

ido.

Eimpu&sﬂal procesameento s& colocs la muesira en sl molde de acero, onentandala 2 fin gue su
plana de corle sa ubique en el fondo del molde, luego se cubta con parafina y se coloca su propio
casele numerado, se deja solidificar, obieniendose un bloque sdlidn.

4.4.- CORTE, SECADO Y DESPARAFINADO:
Este proceso Yene como cbietivo la oblencitn de cornes de espesor muy fino (3 micras) lo
sulicientemeants delgades paras su observacibn al mictoscoplo. S2 realiza con mstrumentos
llamados micrétomos, algunos son automatizados
EQUIPOS!

-Micrétomo

-Portacuchilins de perfil alte o de perfil bajs

-Bafio de fotacion,

-Estufa
MATERIALES

-Agua corriente o destilada a 42°C

-Cuchillas de perill alto Y de perfil bajo

-Pinzas.

-Guanles

L Apir cristalografico con punia de diamants

~Canastillas portalaminas

-Léminas portacbjetos.

-Libro de registro
Previamente los bloguas deben estar en la congeladora por o menos uncs 15 minutos. Sa ubican
en & microlomo, se realiza el desbaste y luego cores finos sucesivos, se extienden esios corles
primero en una pequena cubeta con agua y alcohol que facilila 1= axiension y luego S& pasa al

12




fiotador que conlenga agua a 47 ¢, se recogen en una lamma porigobjeto rofutada con el ndmemn
de la muesira. Se continda con el secado para evitar su desprendimiento y se desparafina

|.a desparafinacion se realiza en una estufa a 60°C por 30 minutos, oa 37°C hasta e dia sigwents,
Se realiza los cortes, se axtienden en el bafio de flotacion gue posee agua tibia y se recogen los
cores en una [Amma portachjeto

4.6.- COLORACION
Responaable: Tecndlogo Médico
Colabaracidn' Técnico de Labaratorio

La coloracion de Hematoxilina — Eotina @s |a coloracién estandar de referencia para el
estudio anatomopatalogico. Los conceptos tedricos de la histolngia y la Anatomia Paloldgica se
sustanian en esta coloracion para daescribir las caracterisicas microschpicas de los lejidos
narmales y realizar el diagndstico de las entidades paloldgicas. Se hace uso de coloraciones
llamadas especiales cuando se liene necesidad de definir la especificidad de algunos iejidoso
estruciuras rmicroscopicas diversas; éslas las describiramas posteriormente

Ls hematoxilina es un colorante natural, que se obtiene del arbol Hematoxilon
campechianum, el exiracto nalural es &l hemaloxilon y no s un colorante activo; para tefir debe
ser oxidado y convertido en hematelna Para la oxidacién usamos el éxido rojo de mercurlo. En
esle procesa @l hematoxilon pierde 2 dlomos de hidrdgeno y una de sus moléculas se vuelve
quinona. Para que |2 hemateina se fije al tejido le agregamos un mordiente, &l sulfato de aluminio y
potasio (alumbre), este se combina con el coloranta bajo forma de hidroxidos, ocupando ¢l lugar de
un atomo de hidrogeno, y el resto de sus valencias permite unir o fijar &l complejo colorante —
mordienie sobre i3 estructura tsular principalmente los grupos fosfatos de los acldos nucleicos
Como & alumbre s utliiza en solucidn acuosa liende a disociarse, es Necesano entonces usar una
solucién alcalina {(azuleamiento) para neutralizar el acdo libre y liberar grupes hidroxilos que
permiten |a formacian de una laca insoluble 2xul de aluminio - hemateina — tejido. Usamos para &l
azuleamiento, sustancias como el carbonato de o o soluciones amoniacales Esta solucion de
hematoxilina liende a tefiir el nliclea

La eosina Y es un colorante artifical cuya formula es C20H8Br40S, tetrabromolluaresceina
Es un compuesto acido con polaridad negativa, lo qus | permie unirse con conslituyantes
celulares de carga positiva. Se usa como colorante de fondo o de contrasle y tifle el clopiasma
celular, sus componentes y organulos, coldgeno, ertrocitos, fibras musculares, granulos
eosindfilos y proteinas del liquido; no colorea los nucleos que son acides nucleicos, La coloracion
resultanta es rosado-anaranjada para citoplasma y rojo intenso para eritrocitos

Este procedimiento cuenta con colorantes principales o compuestos, que deben prepararse
anles de usarlos en |a llamada baleria de coloracion de hematoxilina — epsina; éslas son a
Hematowilna de Hams y la Eosina Y Compuesta. Ademds de los colorantes compuesios existen
otros reactivos que también deben ser preparados previamente para su usa, como son la solucidn
alcohol-acido, agua amoniacal 0 solucidn sobresaturada de carbonato de Litio.

COLORACION DE HEMATOXILINA - EOSINA (H-E)
EQUIPOS.
Microscapio para control de cabdac de 13 coloracion
Estufa
Balznza dipilaide 1grasis
Cocina elécirica de plancha
Watraz,
Papel filtro
MATERIALES
a. Cubetas de acero quiraryico,
b. Canastilias portaldminas
c. Material de vidrio.
o Balénde 4 iis
o Pipels d= 10 m!
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Prabeta de 100 ml
Frabeta de 1 it
Bagueta de 20 cms
Beaker de 1 |t
o Merero con pilan de 100 ml
Espatula
Guantes.
Papel da filtro
Malraz de 1 It
Probetas de 1 It

6o oo
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REACTIVOS.

Los reactivos los nombraremos segun los coloranies y reactives compuestos que se usan en la
bater(a.

COMPOSICION DE LOS COLORANTES COMPUESTOS

a. Hematoxilina de Harris

- Hematoxilinacrstales ... & @

— Sulfalo de Alumbre vy Potasio ... o0 gr

—  Oxido rojo de mereurio ... 25qr

— Acido Acélicoglacial .. ... ... ... ... 40 cc

-~ Alcohol Absoluto . siirdibEs wdins Lol o

— Aguadestiladacsp ..o it
b. Eosina ¥ Compuesta:

- Eosiha .....o.ieddidcanaan 10 gr

- Bicromato de potasio ., ......ceeieeienee 5 gr

-~ Soplucion saturada de acide Plerico ... 100 cc

— Alcoholabsolute .. ... 100 cc

— Agua destilada ... BO0 e
c. Alcohol Acido:

— Acido clorhidricaQF ..o ii0 3 e

~ Algohal corriente 88" ... .. e o 280 Co
d. Agua Amaoniacal:

Amoniaco QF, i 3 cc

- Aguadestlada . ... ... 250 cc
e, Carbonato de Litio: Seolucion Scbresaturada

- Carbonato de Litio, .......cooviinis 3 cc

— Aguadestilada....... ...l 250 cc

f. Alcohol Absolute,

g. Alcohol corriente de 96°
h. Kilel

i Agua corriente

PREPARACION DE LOS COLORANTES COMPUESTOS

Preparacion de la "HEMATOXILINA DE HARRIS®

Responsable: Tecnologo Madico

Procedimiento:

Disolver la hematoxilina con alcohol.

Colocar en un balén el agua destilada y llevar al fuego hasta que salgan burbujas, retirar del fuego
y agregar el sulfato de alumbre y potasio y agitario hasta gue se disuelva.

Agregar la solucion de hematoxilina al balén y llevar al fuego hasta que salgan las primeras
burbujas, retirar




Agregar al balon, el oxido rojo de mercuria y agitar eon un movimiento de rotacién constanle hasta
que se disuelva y el colarante tome un color rojo vinosa o plrpura intenso.

Dejar enfriar al agua de cafo al baldn con el preparado

Una vez fno, agregar e acida acético glacial.

Poner a guardar la solucikdn en frasco de vidno oscuro por 24 horas y luego filtrar para usar,
Etiquetar l frasco colocando el nombre y la fecha de preparacidn y el nombire del TM

El preparado es astable por 06 meses hasta un afo.

El técnico, cada vez que saca esle coloranie deberd anofar en la hoja respectiva del CARDEX, la

cantidad de colorante y |a fecha

Preparacion de la "EQSINA Y COMPUESTA"
Responsable: Tecndloge Médico

Disolver la sosina en agua en un recipiente,

Disolvar el bictomato de potasio en agua en otro recipiente,

Unir las dos solucionas y mezelar.

Agregar la solucidn de acido picrico, alternando con el GH,

Guardar por 24 horas en frasco de vidrio oscuro y luego usar, Etiquetar el frasco colocando el
nombre del coloranie, la fecha de preparacion y &l nombre del TM qua prepard,

El preparago 28 aslable por 06 meses hasta un afio.

El técnico, cada vez que saca esie colorante deberd anotar en la hoja respectiva del CARDEX la

cantidad de colarants v la fecha

La composicidn y disposicion en ia llamada baleria de coloracién H-E de estos reactives estdn
definidos en proporcinnes y procesos estandarizados, 1al como detallamos a contimuacion

BATERIA DE COLORACION.- se dispone los reactivos en cubetas de acero quirirgica de
manera secuencial, donde se colocaran las c:anastlllas con laminas en tiempos establecidos

th) 1, [P A IR AT 5 minutos

2) IO s iR R i i e 5 minutos

H Xilol A s e i & minutos

4) Amhnlilﬁnluln T Ve 5 minutos

) Alcohol absolute .. ... s dticinies. B minutos

6} Alcghal corriente ... T T TT TR 51 (-

7 Aguadecalo ... .......... T 5 a 10 minutos
a8) Hunmﬂmaueﬂanm T S PC O P 8 1| 1! e "

9 Aguadecand .. ... .......oceoe 10 a 15 minutos
19) Akochol-Addo ... . s W2 minute

17)  Agua decafio veows 2 @5 minutos
12) Aguagmoniacal ... e 12 minuto
13)  Aguadecano ... e e e e 2 2 5 minutos
14) Eosina *Y" compuesta . A 10 a 15 segundos
15) Aguadecafo . ... ... . & minutos

18)  Aleohol eorriente .. 5 minutos

17)  Alcohol coriente . i, 3 minutos

18)  Aleohelcoriente . ... & minutos

18)  Aleshalsbsolute .. . ... . . 5 minutos

20)  Alcohol absoluto ... .. e Bminutos

21} XBol . e e S MIRUOS

3 (| O - 111111115

B T | . 0 1 11141114 51

Previamente se debe vesificar la fecha de vencmienlo de las sustancias y reaclivos & ulilizar.
Agimismo sa debe verificar la adecuada preparacion de acuerdo a las instrucciones
Se filtrard dianaments los colorantes.
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Se usara hoja de conlrol diario del liempo de uso de los reactivos de la bateria (Anexo N°, )

Resultados:

Can Ia hematoxiling de Hamis, ¢l nicleo se observa de color pardo negruzco a azul negro, el calcio
samejanta al nucleo. Con la eosina se lifen de color rosa palido el ctoglasma, los eritrocitas,
masculos, granulos eosindfilos de color rojo binllante;, las proteinas del lipndo de edema, elc.

Fundamento de la Coloracion de la Hematoxilina-Eosina:

El 1gjido se desparafina cun los xlloles, se hidrata para la posterior coloracion, con los alcoholes de
mayor porcentaje sl menor hasta el agua, la coloracion del nucleo se realiza con la hemaltoxilina de
Harris; la diferenciacion con el aleohal acido al 1%, el viraje se realiza con agua amoniacal; ta
coloracion del citoplasma con |a eosing; luego se deshidrata con alcoholes del corriente al absoluto
hasta el xilal para el montaje en resina

4,6- MONTAJE:

Responsabie: Tecndlogo Médico

Colaborador Técnico en Labaralario

Materiales
- Resina sinlélica para mantar los exiendidos (Enlefian),
- Laminilias
- Etiguelas pars laminas

4.7- ENTREGA DE LAMINAS
Responsable: Tecnélogo Médico
Colaborador. Técnico en Laboratorio
Tiemgpo de Ejscucion; inmediatamenta de concluldo el proceso técnica
Materiales

- Portaladminas

- Cuademo de regisiro de Enirega de laminas

- Lapcero
La enlrega de ldminas se reaiizara inmediatamenia se concluya &l procesamiento técnico. En el
documento respectivo se consignara el nombre dal médico a quien se entrega, 'a fecha, e listado
de casos que incluya 8l N° dal caso y el nimero de ldminas por cada caso. 5 hubiera coloracones
sspecigles igualmente sardn consignadas con la fecha respeciiva

5.- DIAGNOSTICO FINAL.

Responsabie: médico patolego

Tiempo de Ejecucion: se realizard el dia postenor a la entrega de laminas. Los casos dificiles o
problematicos se consullaran para asegurar el diagnostico

Los diagndslicos se realizardn segdn los estandares inlernacionales de cada enlidad que se
plasmen en los protocolos

Los médicos llevaran control de sus casas: exigiendo la pronta entrega de |as l[dminas

Equipos:
- Microscopio.
- Formatos de protocolo especificos para cada entdad.

6.- DIGITACION Y FIRMA

Responsable: Digitador y Médico patologo

Tiempo de Ejecucidn: se realizara iInmediatamente que el medico paldlogo entregue los resullados
dentro del horario de trabajo

Los diagndstico realizados y escritos por el médico patlogo en la ficha respectiva seran lipeados
en el Sistema informatico hospitalario, luego seran impresos y enftregados al médico patdloge para
control de calldad del tipeo y firmarlo

7.- ENTREGA DE RESULTADRDOS
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Responsable: Digitador, secretaria.

Tiempo de Ejecucion: se realizard inmediatamente que el médico entregue el resultado firmado y
halla realizado el control de calidad del tipeado

El digitador realizara un listado con el numero del caso y entregard a Archivo de historias clinicas

8.- ARCHIVO DE LAMINAS, BLOQUES DE PARAFINA Y FICHAS DE TRABAJO MEDICO
Responsable: Técnico de laboratorio (a y b). y Digiladar {c)
Tiempo de Ejecucion se realizard inmediatamente que realice &l listado de cargo para |z entrega
MATERIALES
- Archivadores de |amina
— Archjvadores de blogquas de parafina
- Archivo da hojas de trabajo
Se archivaran:

a Laminas
b, Blogues de parafina
¢, Ordenas

g9.-ESTADISTICA
a) Responsable; secretarla
b}y Control, Jefe del servicio
¢) La secretaria realizara la estadistica mensual segin formalo expreso

10,- CONTROL DEL PROCESAMIENTO TECHNICO
Responsable: Tecndlogo Médico
Colaborador Técnico de |laboratorio
Control de Reactivos:
a, Control diario del Tiempo de uso de los Reactivos de la Bateria de Coloracion (ficha de
control)
b. Control diario del filtrado de los reactives (ficha de control)
c. Control diario de la temperatura de los Equipos (ficha de contral)
Control del Proceso.- Este es manual, debera propanerse a futuro que sea computarizado. Se
llevaran instrumentos visibles del control del proceso del Procesamiento técnico de los tejidos:
a) Libro de Registro de recepcidn e dentificacion de las muestras,
b} Libro de registro del control del proceso gue constara de los siguientes (tems
c] Reglstro del control de tiempos de uso de reactives de la bateria de coloracion
d) Registro del control del filtrado de reactivos de la bateria de coloracion
g) Cardex de los matenales gue se usan

Detallaremos estos instrumentos
a. ElLibro del Registro Anexo N® 2 descrito anteriormente
b. Libroo libros de Registro del control del procese Anexo N° 3 constituido por los siguientes
items:
i. Fecha de recepcion de la muestra
i. N*de Muestra
i, Tipo de especimen
w. Fechade procesar la macroscopia
v, Fecha de realizar 2| procesamiento automatizado de tejidos
vi.  Fecha de Inclusién en parafina
vii.  Fecha de corte an el micrdlomo automatizado
vil.  Fecha de Coloracion de laminas
ix. Fecha de entrega a los medicos patdlogos
¥. Fechade procesos adicionales: nuevos cortes, IHQ, coloraciones especiales
¥, Firma del médico que recibe las laminas para e diagnastico
c. Hegistro del control de bempos del uso de reactivos de la bateria de coloracion Anexo N° 4
d. Reqistro del control del filtrado de reactivos de la bateria de coloracidn Anexo N* 5
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& Cardex del uso de materiales v reaclivos Anexo N* 5

FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO
DEPATOLOGIA QUIRURGICA
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BIOPSIA POR CONGELACION

RESPONSABLE: Médico Palblogo
Colaborador Tecndlogo Médico
Tiempo de Ejecuciton: se realizard todo el proceso inmediatamente llegue la muestra al Servicio de
Anatomia Palolégica
La biopsia lransoperaiona es el mélodo por el cual se realiza el diagnostico mmediato de

una determinada entidad uliizando el proceso de congelacion del tepdo y la coloracidn de
Hematowiina —Eosina. Generalmente se usa en oncologia para determinar si la muestra contiene
tejda necplasico banigno o maligno, asegurar que los margenes de escision quirdrgica estén libres
de tumor o la determinacion de ofra patologia que se requiera coma en el Hirschprung,
EQUIPOS:

a  Criostato.

b Estufa

¢. Piatina porta muestra

d. Microscopio
REACTIVOS:

a. Bateria de coloracion de Hematoxilina- Eosina.

b. Medio de montaje.

¢ Medio de mciusion para tejidos por congelacian,

d. Alcohol corriente 86°,
MATERIALES:
Pinceles
Koplin.
Lapiz cristalografico con punta da diamanta
Lapiz de cera.
Laminas portachjelos
Laminillas cubreobjetos
. Formato
P‘HDCED!MIENTD'

. Identificacion, INSCPCIon y registro

2. Esludic macroscopico

3. Procesamiento t&cnico

4. Diagnodstico

§ Tipeoy entrega de resultado

moa 0 oo

L=l

IDENTIFICACION, INSCRIPCION ¥ REGISTRO -
Responsable: Técnico
Se procesara de forma inmediata, apenas llegue la muestra al servicio si la muesira esta en fresco.
no fijada en formeol y se realizara tal como se procede con las especimenes auirirgicos
anterlormente descritas,
ESTUDIO MACROSCOPICO.-
Responsable: Médico Patdlogo
Se procedera & Igual que los especimenes quirirgicos, seleccionando la muestra para el estudio
misroscapico.
PROCESAMIENTO TECNICO
Responsable. Tecndlogo Médico
Scbre la platina portamuesira se coloca e medio de inmersién y luego la muestra de lejido
seleccionada, se lleva al criostato, para su congelacion a -80* C durante 5 minutos. Se realiza los
corles con micrélomo a una temperatura de -27'C, con espesores de 3 3 4 micras, 3 través del
sisterna antirrol {criostalo), se desenrollan con el pincel, se adhiere @ tejido a la lamina portacbjetn
y ésta lAmina se fijard rapidamente en alcohol corriente 96°

Se realiza |a coloracion con Hematoxllina Eosina segin técnica anteriormente descrita pero
los tiempos seran cortos por algunos segundos, asi en la hematoxllina de Harris 1 minuto, se lava
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con agua de cafio agitando la lamina, se pasa 6 segundos por alcohol-acido, se |ava con agua de
cano, agua amonlacal 5 segundos, agua de cafio, eosina 5 segundos, agua de cafio, alcohol
carflente, alcohol absoluto, xilel v se monta con resina y cubreobjetos.

Se realizara improntas en laminas, se fiizra en alcoho! cormente, se tedira con H-E yio
Papanicolaou para estudio citoldgleo.

DIAGNOSTICO,-

Responsable: Médico Patdlogo

5i se trata de un diagndstico oncologico se oblendra tres posibles diagndsticos:
a. Negativo para neoplasia maligna
b, Positivo para neoplasia maligna
c. Se deriva el diagnostico a parafina,

DIGITACION Y ENTREGA DE RESULTADOS -

Responsable: Digitador o secretaria

La digitacion se realizara inmedialamente concluya la descripoidn macroscopica v se esperara =
diagnostico final posterior al procesamiento técnico. Tambien se emitira el diagnostico por telgfono
a sala de operaciones

El tiempo de emitir el diagnéstico debara ser el minimo posible, y se tratara que se reporte el
diagnéstico entre 10 a2 15 minutos.

BIBLIOGRAFIA

1. Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de USA (AFIP). Métados
Histotecnologicos 1997, Editado por Prophet E, Mills B, Arrington J. Sabin L Versién en
castellano de Heffes C, Mullick F
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FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO
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PROCEDIMIENTOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Las técnicas de inmunohistoguimica (IHQ) permiten la identificacion de componentes antigénicos
caracieristicos de distinias lineas de diferenciacion y funcionalismo celular en muestras lisulares
enbebidas en paralina, congelacion o en exiensiones celulares mediante la aplicacion direcla de
anlicuerpos sobre estas secciones tisulares, La ulilizacion de la IHQ se ha consolidado como
tecnologla esencdl en al diagnostico patologico da rutina asl como en el pronodshico y tratamiento
de las enlermedades

Responsable del procesamiento técnica

Tecndlogo médico

Responsable del reporte: Médico patdlogo

Tiempo de E|ecucion: a igual gue los especimenes quirirgicos

FUNDAMENTO:
Esla técnica estd basada en la inmunoreactividad de antigenos y anlicuerpas y las propisdades
quimicas de enzimas o complejos enzimaticos que reaccionan con un sustrato-cromégenc incoiom
para producir un producto final coloreads; marcando de esta forma en el lejido, el antigeno
deseado El tejido debe pasar por:

8. Recuperacion antigénica
Blogueo de la Peroxidasa endogena tisular
Biogueo de las reacciones inespecificas
Aplicacion del Anticuerpo(Ac) primario
Aplicacion del Anticuerpo secundatio)
inmunodeteccidn o inmunomarcacitn con el Complajo Estraptavidina — peroxidasa
Revelado con el cromégeno DAB
Tincién de contraste
a.-La recuperacidn anfigénica permite desenmascarar los Epitopes del antigeno que ha sido
cublerto o alterado en el proceso de fijacian, rompiando los |azos de uniones entre a| formal y estos
epliopes del tejide y permitiando una major penetracidn y accesibilidad del anticuerpo primario.
Puede realizarse por calor o reaccion enzimalica.
b.- El Bloqueo de la peroxidasas enddgena - Los lejidos contienen peroxidasa que deben inhibirse
para evitar que reaccionen con el sustrato da la enzima marcadora y evitar falsos positivos
c.- El bloqueo de reaccionas inespecificas inhibe o impide la reaccién con otros tipos de protainas
quée contlane el tejido. Se realiza con suero normal, cream milk o blogueador de proteinas
d.- El Ac primario es una inmunoglobulina gG que va reaccionar con el Ag tisular especifico que
gueremos demosirar, puede ser manoclonal o policional, de raton o de conejo
a.- El Ac secundario, se une al Ac primario, es una inmunoglobuline Anti-igG biatinizads que servira
de puanie para la inmunedeteccion debido a I ahinidad que existe enire |la biotina y la
eslreplavidina
f- La fnmunodeteccion o mmunomarcafe se redllza con &l Complejo Estreplavidina—peroxidasa
gue s@ unira al Ac secundario
g - El Reveladu es la visualzacidn de la reaccidon Ag-A¢ con &l cromégeno y se produce al
reaccionar la peroxidasa del complejo Estreptavidina—peroxidasa con el perdxido de hidrégeno del
sustralo, liberando moléculas de oxigeno que van a oxidar al crombgeno {DAB) produciende calor.
La lincidn del conlraste sa realiza con Hematoxilina de Harns
h.- Tincion de contraste
ASPECTOS A CONSIDERAR
Debe usarse un control positive del anligene a demostrar
Los lavados se realizan para eliminar todo el antisuero no unido al anligenc después de cada
incubacian Eslo se realiza con una solucidn baferada (PBS) a un pH neulre gua mantiene el medio
esiable en el lejido.

FTo Teapo




La incubacidn previene la evaporacion de los antisuerps y favorece la velocidad de la reaccion
manteniendo una ambiente himedo. La calidad del anticuerpo nnmario @s un lactor importante an
la IHQ

Algunas marcadores y revelado requeriran condicionas distinlas, teniéndose que oplimizar el
procedimienio para cada uno de ellos.

El procesamiento fisular inaproptado previo a la MG detemina pérdida de antigenicidad que limita
o impide la oblencidn de resultados liables

Los tiempos prolongados de fijecion en formol son perjudiciales para muchos antigenos, porque
puede cambiar la conformacién naliva de proteinas, alterando asi la estructura del epltope, lo que
hace mas dificl la unién del antlcuerpo a la proteina, produciende el enmascaramiento de
antigenos

La formalina tamponada al 10% (pH: 7.0-78) es |z que se usa comunmente para
inmunohisioquimica, Una de las recomendaciones principales para la fjacion es poner todo el
igjide (biopsia) al filador inmediatamente después que ha sido obtenida

EQUIPOS
8. Homo microondas
b Batanza.
¢ Bafo Maria u homo micro ondas
MATERIALES
. Espalulas metalica para pesar reaclivos
. Phmetro.
Racks o contenedores
Cubetas.
Frobetas. malraz de vidrlp,
Pipetas Pasteur descartables
Laminas sialinisadas
Laminillas cubreobjetos
Controles positivos (células diana lefidas)
Controles negativos.
REACTIVOS
- Recuperador antigénico.- puede ser de pH acido, neutro o alcaing seglin las
sspecificaciones del Anticuarpo (Ac} primario a usar
Peroxidasa al 3%
Anticuerpo (Ac) primario
. Kit de inmunohistoquimica Biocare Madical: Sistema de Deteccidn Universal Starr Trek
- Bloqueador de reacciones nespecificas (Background Smiper )
Anticuerpo secundsrio
Complejo Estreptavidina - peroxidasa.
- Cromdgeno. Diaminobenzidina (DAB)
- Susirato Buffer DAB
. Hematoxllina ce Harns
Solucion butferada de Fosfato Monobasico de Na y Fosfato Dibasico de Na (PBS), para el
lavado
. Alcohol gornente
Alcohal absoluto
Xilol
Resina de montaje
PREFARAmON DE REACTIVOS:
a.-PBS (Buffer Fosfato Salino) para 2l LAVADO
Solucion A:
Fosfalo MonobascodeNa.. ... 69 gr
Aguadestilada.... ...... ... ...o....... 1000 mi
Solugion B:
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Foslalo dibasicodeMNa... ... . ...
Aguadestiada..... ..o,
Solucién de Trabajo:

Solucidn A . ] i 8 R

Solucion B. ... .

Agua destilada csp 10t .. i

Ajustar el pH: 7.4-7.6 y conservar ara4°C.

h -Recuperador Antigénico:

-Diva Decloaker 10X

- Agua deslilada..
c.-Cromageno:

Diaminobenziding: ., ... ..ooooiiinn e,

Substrato Buffer DAB, ..o v v ivvnee

PROCEDIMIENTO

708 gr

1000 mi

as mi

405 mi
500 ml{csp tiroS)
100 mL

800 mL

1gota

1ml

El procedimiento podrd ser manual, semi-automatizado o automstizado, éstos dos Ultimos con

equipos especificos estandarizados

1. Fijacién y procesamiento técnico hasta la obtencion de bloques de parafina (pag N*4 |},
2 Serealizan los cortes y se recogen en laminas sialinisadas |
3. Desparafinar a 60" C por 30 minulos y luego pasar por |a baleria de xilol, Hidratar con ja

bateria de alcohotes hasta agua destilada
4. TECNICA DE IHQ:

CONTROL DE CALIDAD

a. Recuperacion Anfigémea.. ........... ...........e.. 20 min.
b. Lavados con buffer (FBS)... v i 5 min,
¢. Blogqueador de Peroxidasa A 10 -15 minutos
d. Lavados con buffer PBS § minulos

e BacKground Sniper. 15 minutos,

f. Incubacion con el Anticuerpo Primario............. 30 min
g. Lavados con buffer (PBS), . .cooovvinnmnnniesn 5 min

h. Lavados con buffer (PBS), B 5 min

I, Incubacion con el Segundo ﬂnucutrpo 20min
| Lavados con buffer (PBS), ... ... 5 min
k. Lavados con buffer (PBS), ...................... S min
L Incuharmn&traplwﬁm—ﬂinﬁna. 20 min
m. Lavados con buller (PBS), . 5 min
n Lavados con buffer (PBS), . 5min
o. Agregar el cromogeno IDAB Substrato Buﬂ-er} 2 — 5 min
p. Lavados con buffer (PBS), . 5 min
q. Lavados con buffer (PBS), . 3min
r. Contraste con Hematoxilina de Harrs 30 seg
s. Se lava con agua de cafo

t. Deshidratacion aicohol 96*, y OH absoluto

u Allol

v Montaje,

La lécnica de IHQ precisa de controles, donde los anlicuerpos a estudar son comerciales y la
mayoria de ellos adjuntan una ficha {écnica en la que se exige los controles de lejidos que
expresen la proteina problema, con el fin de observar al final de la técnica que todo el proceso se
ha reallzado correctamente al ponerse de manffiesto la inmunotincién del control positive. Los
problemas técnicos mas frecuentes son muesira seca por exceso o defeclo de pre-tratamiento,
escaso contraste o que el control del lejido seleccionado no sea representativo, algunos de estos
puntos se pueden comprobar In sllu, pudiendo decidir si es recomendable o no seguir con la




lécnica, algunos de ellas sdle san reconocidos al final de la léenica en su observaciin al
microscapio

Los falsos negativos puede producirse por exposicitn excesiva al calor, tiempo de isquemia fria
prolongada, lipo de fijador prolongada lijacion con formalina, decalcificacitn, método incorrecto o
no optimizada de recuperaciin antigénica, lipo de anticuerpo,

REPORTE

Respansable: médico patdlogo _

Se informa 8l la inmunorreaceitn es posiliva o negativa, Para ello debe tenerse an cuenta el sltio
de localizacidn de ka Inmunomarcacidn que puede ser &n |la mambrana, an el nlcleo o en el
citoplasma Existen antigenos como el amiloide, la fibronectina, fa laminina y ! colageno lipo [V
cuya localizacién es extracalular

ARCHIVO

Responsable' Tecnologe médico

Sea inscribird el resultado en én el cuaderno de reportes de IHG

FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO

Desparafinar e Hidratar |
Recuperacidn anligénica | +

| 1

Bloqueo de I Perpxidaza Corte y Lamina
tisular endégena
i

Bloquso de reaccionss
inespecificas
l

r

Apllcacidn del
me

)
5

Aplicacion del Anlicuerpo
secundano
|
Inmunomarcacion con
Complejo Estreptaviding
__peroxidasa
=0

F!evallﬁn con el cromogena
DaB

1

i

[ Tincién da contraste ‘ Archivo y Estadislica ‘

L

‘ Montaje > diagnastico ‘
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DOCUMENTOS DE GESTION DEL AREA DE PATOLOGIA QUIRURGICA

El Area de Patologia Quirtirgica utiliza como instrumentos de control varios documentos, los cuales
son:

Ficha de Solicitud de examen
Libro de reqistro de [dentificacion y numeracion de las mueastras
Registro de Muestras Quirirgica enviadas al Procesador automatico de tejidos
Registro de muestras incluidas en blogues de parafina
Registro de Cortes de Tejido.
Registro de Entrega de Laminas al Médico Asistente.
Registro de nuevos carles, coloraciones especiales e IHQ
Ficha de confrol de muestras concluidas en |a seccion tecnclagica
Ficha de control de exdmenes tipsados y archivados
. Fichas de control de examenes diagnosticados por los médicos
. Archivos de Gulas o check list o protocolos de procesamiento macroscopico de especimenes:
Frocesamiento de Uterg.
Procesamiento de Placenta de Embarazo simple.
Procesamiento de Placenta de Embarazo muiltiple.
Frocesamiento de Cono.
De Cancer de Mama.
De cancer de Cuello uterino.
De cancer de Endomelric,
De Cancer de Qvario.
Protocolo de Aulopsia
Frotacolo de Autopsia Fetal,
12. Libro de ragistro de necropsias
13. Registro de Ingreso y egreso de Materiales CARDEX
14 Registro de ingreso y cansumo de sustancias para reportar a |a DIRANDRO
16. Registro de ingreso y consumo de metanal
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COLORACIONES ESPECIALES
A continuacion describiremos las colorecionas especales que se usan para mayar disciminacion
de las estructuras diggndaslicas

Coloracones especiales para Microarganismos.
» Gilemsa,
» Zienl Neelken
« Grem
» Warthin Starry
Coloraciones especiales para difzrenciacion tisular
Tncromica de Massan
FAS,
Van Giasson,
Amiloide,
Hemaosiderina,

GIEMSA PARA HELICOBACTER

FUNDAMENTO: La tincion da Giemsa emplaa como colorante fundamental una mezcla de
dervados tiacinicos cationicos (azur A, B y azul de matilena) destinado a tedir nlcleos calularmes, v
de sosina como colorante citbplasmalico de cardcter anidnico. La técnica radica an la disociacion
controlada de las sales de eosinato qua ocurre al msolubilizar la mezela de Giemsa por dilucidn en
agua destiada (a eosina asl lberada colorea =/ componente exiracelular y delerminadas
estrucluras aciddfilas (grénulos leucocilos polimorfonucieares eosindfilos) y los derivados de azur,
las sstructuras basdfilas. La cromatina nuclear adopta una tincién azul violacea

FIIACION: Formol al 10%

SECCIONES: Conis de paralina 3 pm

CONTROL POSITIVO: Tajido da estémago o de colan que contiene Heliccbacler,

SOLUCIONES:

GIEMSA.

SOLUCION STOCK:
Glemss.. .. . 1 - .|
Nm!‘mlhﬂutlllcﬂlhimuw T e O - .+ -
Glicerina Q.P., e 20CC
incubar tﬂdbﬂ Ios rur:uuns en baﬁn ‘mariz a 37 grad-::-s durante 24 horas, agilando
fracuentamente

SOLUCION TAMPON pH 6,8:
Fosfato monopol@sico.. ... .. ii 00 826 9
Fﬂsratudiiﬂﬁmwnldm C e e oz iEn wnmn g
Agua desliladacsp.... .. .. R b e 100ce
Esta salucidn se guarda en refngemr;-dn

SOLUCION DE TRABAJO:
Solucitn siock - JAmL
Solucién Tampdn.. . . o AemL

PROCEDINMIENTO:

1. Dasparafinar el lejido.
2 Hdratar.

3. Alcohol acido por 5 minulos.

4 Agua desliada

4. Diwr gl Glamsa 1/20 con 13 solucson tampon ¢ cubrir s Iaminas por 2 horas

8 Diferenciar con solucitn de Scido acético al 1 por 1000 (1cc de Scido acético 2n 1000 cc
de agua deetilada) enjuagando répidamenie con agua destiada por 2 a 3 veces, hasla
observar que los eritrocitas tengan un color rosa rajize claro

7

F'.:: "J:‘_.- .—13;‘-*--‘-_5.?1-'
LR il

e




6 Enjuagar bien con agua destiada dejar secar complalamaente al aire.

7. Luego se pasan por xilal

8 Montaje.
RESULTADOS:
Las bacterias y espiroguetas son azules a purpura; las rickettsias toman color violeta, la cromatina
de los parasitos es roja, el citoplasma es azul y los erltrocitos tlenen color rojo salmean.

WARTHIN STARRY PARA HELICOBACTER PYLORI

FUNDAMENTO: La tincion de Warthin-Starry se basa en la capacidad de clertas baclerias de
unirse & los iones de plata a partir de solucion La adicion de un agente reductor, convierte esta
plata unida a plata metélica.
Se utlliza para Identificar, por microscopia Optica, Helicobacter pyvlon y micrerganismos
espiroquetas en muestras de lejidos Esta tAcnica &s muy huena para visualizar el microrganismo.
pera es relativamente complicada de realizar, en ocasiones pueden producirse falsos positivos al
ser difiell distinguir al microrganismo de los precipitados de plata en la capa mucosa Ello hace que
habilualmente no se uiilice como lécnica de rulina, reservdnoose para aqueilos casos en que
existen dudas diagndsticas.
FIJACION: Formalina al 10%.
SECCIONES: En parafina, 3 ym.
SOLUCIONES: Tejido de estomago o de colon gue contene Helicobacter,
Freparar en el momento:

« Agddo citrico al 1%.

Acidocitrico............ ....coooveere. 0549
Agua destilada 50 mL
¢ Agua acidulada
Acido citrico al 1%, .....occvevvi oo 220 gotas.
Agua destilada . e 1000 ML
+ Solucién de Impregnacién: NOsAg al 1%
NOsAg . ... A Sy : 1g
Aguakudmada S Lo ¢ o 1] B
» Soluciones de Trabajo.
a) NOAgal 2%......cceemnain ........{U.Eg NO,AQ/25mL agua acidulada)
b) Gelatina al 8%.. ........ ...............(gelatina 2 5¢/50mL agua acidulada)
c) Pyrocatecol. . i - - [pyrocatecol 0, 15M100mL agua acidiuiada)

*Dejar todo en Baﬁ-::- Maria a 54°C.
*Combinar an e| sigulente orden: 1 5 mL de a.
375 mLdeb
20mlLdec
PROCEDIMIENTO:
1 Desparafinar & hidratar.
2 |Impregnacién en NCsAg 1% 2 43°C por 30 minutos
3 Solueien de trabajo (a+b+c)de d a 7 minutos.
4 Lavar con agua destllada
5 [Deshidratar
& Maontaje.
RESULTADOS: Espircquetas-negro/Fondo amarillo pardo




METODO DE ZIEHL NEELSEN PARA BACTERIAS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE

FUNDAMENTO: La capsula de los bacllos Acido alcohol resistentes (BAAR) absorbe la
carbolfucsina, gracias a su pared celular rica en lipidos y acidos carboxilicos (dcido micélico). Una
vez que se forma este complejo coloranle-pared, resiste a la decolorizacion del diferenciador,
apareciendo los bacilos de color rojo sobre fondo azul,
FIJACION: Fijar en formalina al 10% o cualquier fijador. excepto el Liquide Carnay
SECCIONES: En parafina de 3 pm.
CONTROL POSITIVO: Una seccion positiva para bacilos aclda alcohol resistenta
SOLUCIONES:

CARBOLFUCSINA:

Solucidn A Fucsina basica (C 1425100 ... 3ar

Alcohol absolute . . e .. 10ce
Disolver el calorante.

Solucidn B: Fenolfundido. . ... oehienns .. -
Aguadestilada . . ... ...85¢cc
Mezolar, jJurtar ambas soluciones y dejar reposar
- ALCOHOL ACIDO AL 1%.
Agido clorhidrico a.p. SR | - -
Aleohol absoluto....... . 99¢c

AZUL DE METILENO.
Solucidn Matriz: 1.4 g de azul de metileno (C.1.52015) en 100 mi de etanol al 95%.
Solucién Diaria: 10 m! de solucion matriz de azul de metieno en 80 ml de agua
destilada.

PROCEDIMIENTO DE COLORACION:

Deasparafinar.

Hidratar Pasar por los aicoholes de 100, 85 y 50%.

Lavar &n agua destilada

Colorear las laminas con una solucidn fresca y filirada de Carbolfucsina durante 30 minutos.
Lavar bien con agua cormente,

Dacolorar con la solucion de aicohol dcdo al 1% hasta que las secciones de lejido
aparezcan de color rosa palido.

Lavar bien con agua comiente.

Contrastar con azul de metlieno por 1 @ 2 minutos, si s nuevo hasta segundos Las
secciones deben ser de color azul palido (azul cielo). El exceso de contraste pueds
enmascarar los bacilos

9. Lavar con agua y luego con agua deslilada. Secar.

10. Pasar por xilol

oon e W B s
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11 Montaje.

RESULTADOS
Bacilos acido-alcohol resislente .o ... TOjO brillante
Ertrocios « 1eeeo.@maniio anaranjado
Otros elementos muhr“ viereer e e B2Ul pélido.




COLORACION DE GRAM PARA BACTERIAS
[Técnica de Brown - Hopps)
FIJACION, Formalina neutra al 10%.
SECCIONES. En parafina de 3 pm
CONTROL POSITIVO: Tejdos posilivos con bacterias.
EDLUGIDHES
SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA AL 1%:
1g de cristal violeta (de genciana) en 100ml de agua destilada.
SOLUCION DE FUCSINA BASICA AL 19%:
1g de fucsina basica en 100mi de agua destilada
- YODO DE GRAM, LUGOL.:
1g de yodo, Z g de yoduro de potasio en 300 mi de agua deslilada
- SOLUCION DIFERENCIANTE DE GALLEGOS:

Agua deslilada ... ... ccviennee 100.0 ml
Solucién de formalina al 3?41}‘4; . 20ml
Agido acético glacial..... ... e 10ml

- SOLUCION ACIDO FIERIGD AII:ETDNAL
1 g de acido picrico en 100 mi de acetona.
- SOLUCIONM DE ACETONA -XILENO:
Partes iguales de acetona y xileno.
PROCEDIMIENTOC:

Desparafinar & hidratar las laminas hasia llegar al agua desliada
Colocar en |a solucidn de cristal violeta al 1% durante 1 minuto
Enjuagar con agua.

Empapar 2n la solucién de yodo de Gram duranie 1 minuto
Enjuagar con agua

Decolorar con acetona hasta que el fondo aparezca claro.

Lavar inmediatamente con agua

Empapar en la solucion de fucsina basica al 1%, durante 5 minutos
Enjuagar con agua.

ot etk b o bt

10. Colocar en la solucidn diferenciante de Gallegos 2 veces, 1 minuto cada uno
11 Enjuagar con agua.

12. Transfenr 2 un recipienta para tefido.

13. Tratar con acetona durante 30 segundos.

14 Colocar en la solucion de dcido picrico —acetona durante 2 3 3 minulos.
15. Colocar en la solucidn de acelona —xileno, 2 veces,

16. Aclarar con xilenc, 2 veces,

17. Montar con un medio de monlaje

RESULTADOCS:

Bacterias Gram-positivas. . - oAzl

Bacterias Gram negativas......... ......... ... Rojo

OO 110 conngam essamuin ssctopssasmarsimreyases ATRBID

RECOMENDACIONES:

a) Usar un soporte para lefido entre |os pasos 2 y 11

b) El procedimiento original requiere una solucion basica al 0,1%.

€} Usar un recipiente para coloracion, entre los pasos 12 a 16,

d} El contraste tartrazina usado en el procedimiente orginal fue sustituide por el dcide plenco
acetona.
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COLORACION DE GIEMSA

REACTIVOS

|.-GIEMSA

SOLUCION STOCK
Giemsa ...... e AN ST S b ey 38g
Alcohol metilico, . 250 ez
Glicenina QP... ... . e 230 CC

Incubar todos los reacl*ms ﬁnbaﬁu Maria a 37 C por 24 horas, agiando frecuentements
SOLUCION TAMPON ph 6.8

Fosfato monopotasico ... ... 6.25g

Fosfato disodice anhidra . 50¢

Agua destiladacsp........ i 100CC
H-SCLUCION DE TRABAJO

Soluckdn stoek .........ovee it Jgotas

Solucdn lampdn . ... simdah dec
TECNICA DE COLORACION:

Cesparalinar el tejido

Fijar con alcohol metilice durante 10 minutos
Lavar con agua destllada
Cubrir con colorante de trabajo de Giemsa por 60 minutos
Diferenciar con solucion de Acido acétice al 1 por 1000 (1 cc de acido acético en . .. cc de agus
destilada ) enjuagando rapidamente con agua destilada por 2 a 3 veces hasta observar que
los erlirocitos tengan un color rosa ro|izo claro
Enjuagar bien con agua desltilada
Dejar s=car complalamenta al ajre
Luego se pasan por xilol ¥ se montan con balsamo de Canada y laminilta
RESULTADOS
Las hacterias y espiroquetas son azules a purpura, las ricketslas toman color violeta la cromating
de los pardstos es roja @l citoplasma es azul y los erirocitos tienen color rojo salmaén.

COLORACION TRICROMICA DE MASSON

FUNDAMENTO: Se wllizd Inicialmente la solucidn de Bouin como mordiente para unir las
moléculas de colorante a los componentes del tejido de Interés. Los nicleos se fifieron con
Hemaloxilina de Weigen, que es resistente a la dacoloracion por las sigulentes soluciones de
tincion acida. Aplicacidn de la solucién de la Escarlata de Biebrich - fucsina acide- lifie lodos los
slemenlos aciddfilas del tsjido como ciloplasma, al misculo y el coldgeno. Posleriormente el
tratamiento con acide fosfomalibdico / fosfolliingstico sirve como un decoloranta causando que la
Escarlale Biebrich - lucsina acido- se difunda fuera de las fibras de colagenc, dejando a las célulag
musculares rojas. La posterior aplicacién de azul de anliina tife el colageno después da lo cual, &l
acido acético al 1% se emplea para diferenciar correclamente la seccion de tejido

FIJACION: Formalina neutra al 10%

SECCIONES: En parafina de 3 um.

CONTROL POSITIVO: La mayoriz de los Isjidos lienen un conlrol inlemo, pero puede utilizarsa
come control &l apéndice, trompas de Falopio, el ltero o el intastino delagado

SOLUCIONES:

FIJADOR DE BOUIN:
Soluciton salurada de &cida PINCo. ..o vevivarirr evienn. 7568
Formol al 40%....... R | - =

Agido seéticoglacial ... .. ... Scc
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HEMATOXILINA DE WEIGERT:

Solucion A Hematodling . i wiiaeiaiimmg 1 gr
Alcohol absaluto .. . ... oo 100¢ce
Solucion B - Agusdestilada .. ... ... B85cec
Acido ciorhidrico QP ..o, 1ce.
Cloruro férrico al 29%. o 4 cc.

Se mezclan volumenes igusles de |a solucian & y solucidn B, anles de su uso (esta solucion as
preparada dura tan solo 2 semanas)

- ALCOHOL ACIDO AL 1%

Acido clorhidrica.. i sk b 1¢e
Alcohol absoluio. ... S R e TR PN ° .- L+
BIEBRICH - FUCSINA ACIDA
Scarlata Bisbrich al 1% em aguadest............ ... 80 cc
Fucsina acida al 1% en agua dest...........oivviivcninnnns 10 cc
Acido acetico glacial... " ik 1ee
MORDIENTE {Guandc s@ amplaa IZI.E ﬁa amlinaj
Agideo fosfomolibdien.. ... lliia 254grs
Acido Tosfotlngstico.. ......ocvvieise i 254grs
Aguadestlada. . . ... 100 ce
AZUL DE ANILINA
Azul de anifing. . = 25 grs.
Ac mz%{2m+93maguaﬁm] ...................... 100 ce.
- ACIDO ACETICO AL 1%
Acido ac8licoglacial .. . ... e 1 et
Aguadestifada . ... ... . .. ... e BOCE,
PROCEDIMIENTO:
Los cortes ffados con formal. se deben tralar primero com liquido de Bouln durante toda una noche
a temperatura ambiente.

Lavar los cortes hasta gue desaparezca el color amarillo.

Se tinen los nucleos con hematoxilina de Weigert por 10 a 30 minulos.
Se diferencian hasta oblener lincion nuclear pura con aleohol - acido
Se lava con agua commiente por 10 minutos

Se tifie con Escarlata de Biebrich por 15 minutos

Se enjuaga con agua.

Se aplica ia solucion de mordienle duranta 10 a 15 minutos.

Se deja escurmir.

Se fifie con azul de aniina por 5 a 10 minutcs.

Se enjuaga con agua y se deja escuiTir,

Se diferencia con acido acético por 1 a 3 minutos.

Se deshidrata, aclara.
Maontaje.
RESULTADOS:
Fibras musculares... .. . . : rojo
Fibrina .. ... . ... ... VORI (< -+ }
GORAOPNG: - 1ot it b b S baa o RN . |
NOCl@as:.... | .ccooovi =i : o .......azul o negro
5Ty AR R ;. |
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COLORACION DE PAS

(ACIDO PERYQODICO DE SCHIFT)
FUNDAMENTO: Consisle en oxidar los tejidos mediante el acido peyodico para incrementar el
numero de grupos carponilos (aldehidos o cetonas) presentes en ellos de forma que puedan ser
demostrados posteriormente mediants el reactivo de Schiff.
FIJACION: Formalina al 10% o solucién de Boumn's.
SECCIONES: En parafina de 3 pym.
CONTROL POSITIVO: Una seccion de nindn, eslomago o intesling se usa como testigo.
SOLUCIONES:

- REACTIVO DE SCHIFT:

FUCSINE BRRICR: < o e e e S i et 1)
Aguadestilada...... ....cc.coociiis seiiieci e 20000
Meta bisulfito de sodio. . ... T R P FTLL OISR |-
Acido clorhidrico 1N sinmieiiral 20008
Carpdm activado... ... .oiciiiciiiseisivmi sssaiian PRSI : .

Calentar el agua destitada y luego disolver la fucsina basica. dejar enfriar y despues de fitrar se
afiade el meta bisulfio de sodio y después de una hora s= anade 20 cc de dcido clorhidrico 1N y el
carbdn activado, agitar y filirar, La solucion debe ser transparente y de color amarillento al cabo de
24 horas y enlonces ya puede ser usado, guardar en frasco ambar en fefrigeraciin de 0 2 4
grados.

- ACIDO PERYODICO:

ACKIO POIYOIND .. v v e o imisininisemssinins siesmisisin T G-
Agua deslilada. .. . . ; 100 mi.
- ACIDO CLORHIDRICO 1N:
Acide clorhidrico. gasn 1.19.., esitsinsion s wk
Agua destilada... i GEnshinsssarsena s JRSmE
HEMATOXILINA DE HARRIS.
PROCEDIMIENTO:

1) Se desparafina e hidratan |os corles

2) Se oxida durante 5 a 10 minulos con acido peryodico

3) Se enjuaga con agua de cafio y luego con agua destilada.

4) Se deja 15 minutos con reactivo de Schift |

5) Se lava durante 8 a 10minutos con agua corriente

6) Se aplica como colorante de contraste |a hematoxlina de Harris
7) Be lava con agua de cafio.

10 Se azulea con carbonato de litio por 2 segundos ¢ agua amoniacal
11) Lavar con agua de cafio

12) Se deshidrala, aclara y monta.

RESULTADOS:
Los nicleos son de color azul, las sustancias PAS positivas loman color magenta {rojo purpura),
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PAS/DIASTASA
FUNDAMENTO:! La diastasa 85 una enzima que rompe &l glucogeno y el PAS es una Coloracion
que colorea de color magenta en presencia de glucdgeno. Cuando ambas son usadas un color
rosadn bajo reemplaza al magenta | a diferencia en la inlensidad de ambas coloraciones (PAS y
PAS.D) puede ser atribuida a la concentracion de glucdgana.

SOLUCIONES:
SOLUCION DE FOSFATO ESTABILIZADORA,;
Clorura de sodio. . o PPN - 5 ¢ 1
Fosfalo de sodio, dibdsico ... ... ~..D.28g
Fosfato de sodio, monobagico. .., v v i oo iinnn, 1.97Q
Agua destilada... ... reeeeeaer - 100ML
_ SOLUCION DE DIASTASA PARA DIGESTION:
Diastasa de mala.. [P Kl P 5 -
Solucitn de losfalo =ulub-luadnru pH B 1'.} S | 14
PROCEDIMIENTO:

1 - La lamina con el corte de lejido se desparafina e hidrata hasta agua dastilada.
i-. Colocar en la zolucidn de diastasa para digestion, precalentada 8 37°C, durante una hora.
2. Lavar a fondo con agua comente o con varios cambios de agua deslilada.
3. Proceder con 8l procedimiento para glucdgeno, conocido coma Acido periddico Schiff (PAS),
RESULTADOS:
La coloracién atribuida al coldgeno es sliminada.

AZUL ALCIAN, pH 2,5

FUNDAMENTO: El Alcian Blus es un grupo de colorantes basicos polivalentes soluble en agua. El
color azul es debido a la presencia de cobre en la moécula. La solucion acéica al 3% (pit 2 §) nfie
mucopolisacéridos acidos carboxllatados y sulfatades y sialomucinas carboxiiatadas y sulfatadas
FIJACION: Farmaling neutra al 10%.
SECCIONES: En parafina, 3 ym
SOLUCIONES: Intesting bajo, apéndice y colon

- SOLUCION DE ACIDO ACETICO AL 3%:

3mi de acido acético glacial en 97 mi de agua destilada.

- SOLUCION DE AZUL ALCIAN:
Azul Alcian, BGX.. . e _10g
Sohucicn de cido actico al m ....... et el 100.0m.

- SOLUCION DEL ROJO NUCLEQ RESISTTENTE (KERNECHTROT):
0.1 g de rojo nicl=o resistente {de Kemnechirot) en 100mi de una solucion de sulfate  de
aluminio al 5%.Lleve a hervor, lentamente .Enfrie, filtre y afada un granc de timol como

presenvatvo.

PROCEDIMIENTO:

Desparafinizar e hidralar hasts llegar al agua destilada.

Calocar en lar solucitn de acido scélico al 3% durante 3 minutos

Tedir con la solucion-de azul Algian durante 30 minutos.

Lavar con agun cornente durante 10 minutos.

Enjuagar con agua destilada

Contrastar la solucion filtrada del rojo nuclec resistente durante 5 minutos.

Lavar con agua cornente por 1 minuto

Deshidratar v aclarar a través de alcohol etilico al 85%, alcohol etilico absoluto y xilena, 2

cambios cada uno, 2 minutos cada uno

9. Montaje

RESULTADOS!:
Mucinas sullatadas &cidas déblles, acido hialurdnico y mucina salivar azul oseuro.
Nicleos de rojo a rosado., Citoplasma rosado palido

BADO S WN -

Lt M/*- RO Wi o

ﬂ-wa--«l 'ulllll l 1,“'4'-4-




ALCIAN BLUEIPAS
FUNDAMENTO: Diferenciar anine mucosubsinnaes neutras y aCidas
FIJACION: Formalina al 10%
SECCICNES: En parafina de 3 gm
CONTROL POSITIVO: Ulifizar un control de mucing.
SOLUCIONES: Menmanadas anteriorments (PAS v Alcian Blus pH 2 5)
PROCEDRIMIENTO:
Desparafinar e hidratar los cortes.
Solucion de Algan Blue 30 minuigs
Lavar en agua destilada.
Acido periddico 10 minulos,
Lavar en agua deslilada
Salucion de Schiff 30 minutoes.
Lavar en agua corriente.
Contrasiar con Hematoxiina
Lawvar,
‘HJ Deshidratar

RESULTADOS:
Azyl Aldian (pMH 2 5)- PAS. Acido hialyrdnico y mucma salivar. . .azul.
Azul Alcian (pH1 0)-PAS. mucinas sulfaladas ... _azul.
Polisacandos vy mucinas neutras conteni@ndo nemsas r dﬁauxmexcsas con grupas de ghcol
VECINAS,, T fenie s b e OTDOTE 8 TR0
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COLORACION PARA HEMOSIDERINA
METODO DE PERLS PARA LA TINCION DE HIERRO

FUNDAMENTOC: La reacc®dn de Paris se basa en la liberacion de e iones femicos asociados a
proteinas madianie la accidn del acido clorhidrico, 8 su vez_ los ones fémrmicos liberados reaccionsr
con @l ferracianuro potdsico larmands un precipitade azul verdeso de ferrocianuro fémco o azul de
Prusia

FIJACION: Formalina neutra al 10%,

SECCIONES: En parafinag de 3 pm

CONTROL POSITIVO: Como control se puede usal bazo.

SOLUCIONES:
» ACIDO CLORHIDRICO AL 20%:
Acido clothldnco. ... .ol . e ren 200 mi,
Agua Destilada AT ST R ARG ....B00 ml

*Agregar el dcido al agua.
. SOLUGIﬁH MATRIZ DEL FERROCIANURO DE POTASIO AL 10%
Ferrocianuro de potasio., .........,. et T, B
Aguadesiilada. ... ... weeevn veeene . 100.0 m
» SOLUCION DIARIA DE AGIDQ GLOHHIDHICD FERROCIANURD DE POTASIO
Usar paries wjuales de las saluciones de acido clarhidrico al 20% y ferrocianuro de
potasio al 16% Preparar antes de usar,
« SOLUCION DEL ROJO NUCLEO RESISTENTE (DE KERNECHTROT)
0.1 g de rojo ndcleo - resistente (de Kemechtrol) ec 10 ml de una solucion de sulfato de
pluminio al §% Lleve a hervor, lentamente. Enfrié fitre y afdada un grano de limal como
preservativo.
PROCEDIMIENTO:
1. Desparafinizar e hidratar las laminas hasta e agua destilada.
1 Colocar &8 laminas an una mezcla fresca de fa soluckon diana de acdo clorhidrico —
lermocianuro de potasio durante 30 minuios
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1 Enjuagar las l&minas con agua destilada

1 Contrastar con |a solucidn del rojo nicleo resistente durante 5 minutos

2. Lavar bien con agua cormente 2 minutos,

3. Deshidratar y aclarar con alcohol etilico al 5%, alcohol etilico absoluto y xilena, 2 cambios
cada uno, 2 minutos cada une,

4, Montar con medio resmoso.

RESULTADOS:
Hemosiderina, algunas axidos y sales de hisrro azul., Nicleos y clloplesma de rosa a rojo.

COLORACIONES PARA AMILOIDE

FUNDAMENTO

El Rojo Congo es un colorante con una afinidad selectiva por el amiloide. Se cres que la forma
linesl de la molécula es responsable de su capacidad de unirse & la estructura del amiloide, a
fravés de enlaces de hidrdgeno no polares |o0s métodos de lincion ulilizados favorecen la
lormacion de eslos enlaces eleciroquimices Una combinackin de pH allo y alto sddico én la
solusén  de  tincion  favorece la  unidn  selectiva  del colorant2 y el amiloide
|.@ disposioign de union enire el colorante v & amilpide produece un efecto dnico (birrefringencia
verde manzana) cuando el tejido tefido se observa con luz polarizada. La presencia de
birrefringencia verde manzana se ha converlido an |a caracleristica de diagnéstico mas fiable dal
amiloide. La Hematoxiina generaimente es el conirasie de eleccion para la tincién del Rojo de

Congo

FIJACION: Formalina neutra al 10%

SECCIONES: En parafina de 3um.

CONTROL POSITIVO; Tejidos con depdsitos de amiloide.

COLORACION DE ROJO CONGO: METODO DE BENNHOLD
SOLUCIONES:

-  Solucidn de Rojo de Cncrtga al 1%:
Roje Congo......; FISLEDES .1.04g
Agua Destilada wesiee 100 mI
- Solucién de Hidrdxido de Sudln al 1%
Hidrdwide de Sodio SRR - 104:
Agua Destilada. ... ....... I 100 ml
- Solucién Aleohalica Aluimn
Solusién dea Hidrbxido de sodio al 1%........ ... e = 1.0mI

Solucién de alcohol atilico al 50%. ..
- Solucion de Hematoxilina de Mayer
{Hematoxiling de Harris)
PROCEDIMIENTO:

Desparafinizar = hidratar hasta llegar 2l agua desfiade

Colorear con una solucion filtrada de Roje de Congo por 1 hora

Enjuagar brevemenle con agua deslilada,

Diferenciar rapidamente en solucion alcohdlica alcalina

Lavar con agua cortlente duramie 03 minulos,

Contrastar con la sclucdn de Hematoxlling de Mayer (Hematoxilina de Harris) durante 05

minulos

Lavar con agua corrienie durante 15 minulos.

Caghidratar con sleahal atilico al 85%, alcohol etlico absoluto, 02 minutos cada uno

Aclarar con dos cambios de xilol, 02 cada ung,

....... SRR " ] | ]
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RESULTADOS!:

Amieide rosado y manzana verdoso con luz polarizaga Nucleos azul

METODO DEL CRISTAL DE VIOLETA DE LIEB

SOLUCIONES:
SOLUCION MATRIZ DE CRISTAL VIOLETA
Cristal violeta...
Alcahol ctifico, 95%...

- SOLUCION DIARIA DE GRISTAL VIOLETA

Soluclén matriz de cnstal violeta. . ...
Agua destilada -
Acido r.lnarhldnc:n mmmtrada

R HGNTAR" i RS e
AZOCEr d& cafa (SUCTOSA),.... . ..vmriivimeoi i,

Acacia (goma arabica).. ... ...
Agua destilada

Ctnrmudumdm -

Timol
PROCEDIMIENTCO:

Desparafinar @ hidratar hasta llegar al agua destilada.
Tefilr con la solucion diaria de cristal violeta durante S minutos

Lavar con agua corrente durante 15 minutos,

140¢g
1000 mL

v 10.0mL
L3000 ml

1.0mlL

50.0g

50049

. 150.0 ml,

100 9.
01q

Montar con medio acuoso tal como el medio de "Apalhy” o bien secar las secciones a
temperalura ambiente durante & minulos o mas. sumergir la lamina en xileno y maontar con

un medio resinoso,

Examinar sin demorar puas la lincidn bende a decolorar.

RESULTADOS:

Amilgide inleta o plrpura., Olros elemenios de tejidos azul

5 -npl- i Faldlar
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UNIDAD DE CITOLOGIA
PROCESAMIENTO DE ESPECIMENES CITOLOGICOS

INTRODUCCION

La citologia es |a técnica, el ane y clencia del estudio de las células del cuerpo humano, oblenidas
mediante raspado, aspwados, cepillados, de liquidos corporalas, de secreciones, Improntas o
biopsia puncidn aspiracidn BAAF.

El origen de la Citologia esta ligada a dos grandes creaciones, el microscopio por Hans Janssen en
1600 y el concepto de célula que se inicio con Robert Hooke an 1665

Ya en el siglo XIX se hablan reportado el recanocimiento de células neoplasicas en observaciones
citolbgicas como las de Donaison en 1853, Lionel Beale en 1864 y 1861, Lambl en 1858 y otros

La aplicacion mas exitosa de |a citologia se dio en el dlagnostico del cancer, principaimemne del
cancer da cuelio uterino y el artifice de esto lue George Papanicolaou, cuyo gran mérlto fue haber
creado una lécnica de diagnostico con metodos de toma de muestra, fijacion en fresco, tincion y
una nomenclalura de los diferantes grados de alleracidn cilo-cncoldgica, dando asi comienzo a la
Citologla Clinica moderna. Debemos enfatizar que Papanicolaou con su clasificacion pone de
manifiestc su concepcadn de que el cancer de cuello ulerino es un continuo evolutivo, y es esta
evidencia cientifica la que nos permite centrar nuestro frabajo en |a consideracion de la
PREVENCION DEL CANCER CERVICOUTERINO. Este conocimiento ha preducide gran impacto
a rl;ivni mundial que revoluciond desde la palologia la prevencidn en Salud Plblica de Prevencion
del cancer

El sistama y nomenclatura del reporte ha variado desde, la Clologla tipo |, I, Il WV y V da
Papanicolaou y las diversas denominaciones para [as lesiones pre-cancerosas como las Reagan
con las denominadas Displasias leve. moderada, severa y carcinoma in situ y los NICs de Richard
NIC1, NIC2 y NIC3 hasta la de Bethesda con las Lesiones Intraepiteliales (LE|} de Bajo Grado, LE|
de Allo Grado,

Nosotros usamos el Sistema Bethesda para el reporte de la Citologia cérvico uterine.

La unidad de Citologia del Senncio de Analomia Patoldgica presenta dos areas:

1.- Area de Cilologia Ginecolégica que procesa las muesiras del frotis céryico utering para la
deleccion de las lesiones precancerosas y el cancer de cugllo utering

2- Area de Citologia Especial: gque procesa las mueslras citoldgicas de secreciones, liguidos
corparales normales o paloldgices diversos y aquelias oblenidas por BAAF para diversos estudios

CONSIDERACIONES GENERALES

Los especimenes citologicos © muesiras que procesamos en esta unidad se obtienen
mediante las denominadas raspado, aspuacon, secreciones, liquidos normales o patoidgicos,
improntas Esle procesameento conduce a la formulacién del diagnéstico citolégico que es otra de
fas actividades principales del Servicio de Anatomia Patologica

La responsabilidad laboral se designara o sefalara segun el nivel del proceso

En todo el proceso el personal usard guanies, mascarilla y ropa de laboratorio como medida
de bioseguridad
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CITOLOGIA CERVICO-UTERINA
PARA LA DETECCION PRECOZ DEL CANCER CERVICAL

1 -OBJETIVO :
Eslablecer et procedimianto pormativo a usarse en el diegnostico de cancar an mueasiras ceérvico
ulermas, ulilizando la técnica del Papanicalaou para el procesamiento de la muesira y el Sistema
Bethesda para el repore del diagnostico como nomenclatura estandarzada, a fin de entregar los
resuflados de alla calidad y de forma oportuna.
Procadimiento
Las muestras que ingresan al drea de Citologia siguen el sigulente procedimiento

1 - Recepcidn e |dentificacion de la muestra

2 - Registro y Base de Datos de los casos

3.- Procesamiento técnico

4. Tamizaje, Diagndstico v Reporte Citolagico:

5 - Digitacién

8.- Entrega de resultados

T - Archivo v Estadistica
En todo el proceso al personal usard guantes, mascarilla y ropa de laboralono como medida de
bioseguridad

1.-RECEPGION, IDENTIFICACION
Responsable Técnico de laboratorio.
Tiempe de Ejecucion: se realizara inmediataments lleguen las muestras al Sarvicio de Anatomia
patalégica
MATERIALES:

a Formato de solicitud de examen citoldgico y reporte (Anexo N* )

b Ticket de pago, u hoja del SIS, u hoja del Servicio Social

¢ Numerador

d Lamina con la muestra
Lapiceros azul y rojo
Canastilas portalaminas
Se verifica el estado de la muestra que corfespanda a la paciente, 1a integridad de 1a lamina y Ia
ficha de solicitud del examen (segin formato) que debe contener los sigulentes dalos nombres y
apellidos, edad, N* de historia clinica, fecha de (ftima regla, N* de geslacién, paridad, si es
gestante 0 no, sl usa Anliconceplivas y el lipo, PAP o biopsia anterior, sintomas, examen cérvico
uterino, diagndstico Clinico, fecha y firma (Anexo N* .. ). Se verifica el pago cormespondiente con
&l codigo 090101

2. REGISTRO DE CASOS
Responsable: Técnico de laboratorio
Digitador o secreturia
Tiempo de ejecucian, iInmediatamente se reciba las muestras
MATERIALES
a Libro de Registro de casos
b Lapkcero
¢ Computadora
Procedimignto
Se asigna un namera correlalivo que identifica la muestra de la paciente, el cual debe inscribese
en:
s Laficha de solicitud del examen, realizado por el lécnico con el numerador
« Lalamina que contiene s muestra, realizado por el técnico con el lapiz cristalografico
» La base de datos por el digitador, que posteriormente la imprimira para elaborar el registro
fisico de pacientes
» Lafacluracion en el caso de las muestras de los convenios en el SIGHOS
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Las laminas se disponen en canastilas en forma ordenada secuencalimente y sa entregan al
responsable del procesamianto lécnico para su postenor coloracion,

Las fichas son entregadas al digitador para la elaboracion de la base de dalos y el registro fisico de
casos. Esle registro consignara: fecha de ingreso, N* de la muestra, Apellicos y nombres de la
paciente, N° de lustoria clinica si son pacientes del HONADOMANI San Barlolome o la
procedencia de |las Redes de log convenios diagnoéstico final (Anexo N*...); cuande se concluya
una hoja se realizara su impresion y se entregard al Técnico

3.- PROCESAMIENTO TECNICO
Respansables:
- Preparacion de reactivos: Tecnologo Médico
- Coloracién y montaje: Técruno de laboratorio,
Control de calidad Tecnoiogo médico
Tiempo de Ejecucidn: se realizara inmediatamenie concluya la mscripcion en la lamina del nimero
de identificacion de la muesira y su colocacion en la canastilla partalamina

El procesamiento técnico consta de
A) Coloracion

B) Montaje
C) Entrega a los lecndlogos médicos para su leciura

A).-COLORACION DE PAPANICOLAOU

La coloracion gel Fapanicolaou &8s un meéiodo basado en la diferenciacion por el color de los
diversos componentes celulares Los nucleos son coloreados con |8 Mematoxilina de Harris
(coloracion basica) y el citoplasma con el EA-36, colorante de naturaleza alcohdlica y policromatica.
La gueralina citoplasmatica cuando estd presente se colorea con el Orange G. El acido
Fosfotlngstico presente en la solucidn del EA-36_ se usa como mordiente.

Materialss:
a. Mesa para las cubelas de tincidn
b, Lavadero
c 19 cubetas de tincién con capacidad para 60 ldminas, de acero inoxidable o vidrio con tapa
(202 x B5 x 75mm)
B canastillas para tincidn de 60 lAminas, de acern Inoxidable
Papel filtra N° 4 | por pliegos
Bandejas para colocar las laminas portaohjeto
Probeta de vidrio pyrex de 1000 mL
Probeta de vidro pyrex de 100 mt
Matraz de vidrio pyrex de 2000 mL
Becker de vidrio pirex de 200 mL
06 frascos de vidrio color oscuro para almacenamiento (3000 mL. - 4000 mL)
(3asa para montar v implar las laminas
. Balanza digital
FPapel para pesar
Cronometro, relo) con alarma
Espatula de metal para manipular reactivos

DOoORz—F-TFe~ada

Este procedimiento cuenta con coloranles principales o compueslos, que deben prepararse antes
de usarlos en la llamada baterla de coloracidon de Papamicolaocu; éstas son la Hematoxiina de
Harris, el Orange G y el EA - 36. Ademas de |os colorantes compuestos existen otros reactivos que
también deben ser preparados preyiamente para su Uso, como son la solucidn agua-acida y agua
amoniacal
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Reactivos:
a) Hematoxilina de Harris
o) Orange G
¢) EA3E
dy Agua deslilada
#) Alcahal carriente al 96%
f} Alcohel absolute 100%
g) Acido clorhidrico
h) Amoniaco
1) Xilol

HEMATOXILINA DE HARRIS
Componantes y Proporciones

Mematoxiling en crislales ... oo i e 5¢g

Sulfato de alumbre y polasio B e B A5 100 g

Oxido de mercurio (amarilie) ... ... ... 259

Alcohol absolule  ......ccoiiiiiin TR ORI - T -

Agun dealllBdR CBDP. Lt i e eais i ia el 1o

Acido acéticoglacial ....... ... 400 ce.
Prepatacion:

1. Disolver los 5 g de hematoxilina en el alcohol absoluto.

2. Colocar en un baldn el agua destilada y llevar a fuego hasla que salgan Durbujas, retirar del
fuego y se agrega el sulfalo de aluminic y potasio y agitario hasta que se disuelva

3. Agregar la solucion de hematoxilina, se mezcla con movimientos rotatonos, se coloca al
fuego hasta que empigce a burbujear y se retira del luego.

4. Agregar lentamente el dxido rojo de mercuro y mezclar por rofacibn. S| se obliene una
coloraclon pdrpura intenso, fa solucién esta madura; sino prolongar la ebullicidn por 1 a 3
minulos mas despuds de affadir 8l dxido de mercurio,

5. Se eniria totaimende y se agrega el acido acético,

6. Se guarda en frasco oscuro, se deja hasta &l dia siguwente y se filtra para su uso. E
preparado es astable por 06 meses hasta un ano.

Fundamento;

Se usa para tefir 2| nicleo , membrana nuclear y la cromatina; éstos se tfen de color azul oscuro
0 rojizo parpura y el nucléclo de color rojo rosado.

La Hematoxilina de Hams es facl de preparar y anvejece rapidamente, por lo que se puede usar
inmediatamenta preparado.

ORANGE G
Componentes y Proporciones
Alcchol etllicoabsolute .~ .. . ... ... ... _............ 1000 ml
Acido fosfotiingstico . S Ao 0, 189
Preparacion:

1. Preparar 50 mi de solucidn de Orange G al 10% (5 g de orange G en 50 mL de agua
destilada), Dejar reposar al menacs 5 dias

2 Enunmatraz de vidrio, Verter estos 50ml de Orange G en 950 mi de alcohol absoluto

3. Anadir los 0.15 g del acido fosfotingstico remover hasta que se disuelva

4. No se callenta. se guarda en frasco ascuro y bien taponado
Fundamenito:
El Orange G y la solucion EA3S se usa pars tefir el citoplasma Ambas son coloraciones
alcohdlicas y el alcohal hace transparente 2] citoplasma Con &l Orange G, el citoplasma de las
células superficiales se line de un color naranja precioso, gue conmlrasta con un nlcleo
hipercromético, que se tifie de un color rojizo pdrpura ascura can Iz hematoxilina.
El Orange G también tifie el citoplasma que contiene queratina de color naranja o amarilio.
Tiempo de Conservacidn.- Vanable segion las condiciones de almacenamiento.
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EA - 36
Componenies y Proporciones : Esta compuesto por componanies y soluciones madres, las cuales
deberan mezclarse por separado en proporclones defimdas.

SOLUCION A~

Eosina... i e A 2256 g

Alcahol eunm absmum e e e 450 mi
SOLICION *B"

Pardo de Bismark.._... ... . i eiwen DS g

Alcohol etllico absoluto,, il e 130 mi
SOLUCION "¢

Light Green .. . . i dls G 2,25 g

Ncuhowletmcu ebsoluto. . crimii e 4800 m
SOLUCION D"

Acido fosfotdngstico ... ... . ... St | e

Aguadestilada ... ... . v saany TN
SOLUCION E

Carbonato de [io... ... ......ccopeeiiim s iniiininine i 20 gotas

Solucidn acuosa sabremtumﬁa

Preparacion de las Soluciones:

La eosina se disuelve en alcohol eliico ebsoluto al 0,5 %.

El Pardo de Bismark se disuelve en slcohol etilico absoluto al 0.5 %.

ElLight Green se disuelve en alcohol absolulo al 0,5 %

El acido fosfotingstico se disuelve en &l agua

La solucién sobresaturada de carbonalo de litio se prepara con aproximadamenta el 1.33%
a 20* C. por lo menos se debe poner 0.2 g en 10 ml de agua destilada a temperatura
normal, agitarlo bien, tomar el liguido scbrenadante una vez que haya sedimento el
carbonato de litio y filtrar antes de usar.

moom>

SOLUCION DE TRABAJO DEL EA 36 parn 1000 ml apmmadmen'la

SOLUCION *A"__ ATV T cies e i 450 mi
SOLUCION B" .. ... i . 100 ml
SOLUCION *C* ... e veeniee e e 450 ml
SOLUCION D" ... MYPERES= ST, |
SOLUCION "E™... e 20 gotas

Mezelar bien las dl’arenhﬂ sdumnus v alma::marln en frasco oscuro y bien cerrado
Fundamento:
£l EA-36 llfe el citoplasma de dos coloras eosindfilo o basdfilo. El citoplasma aosindfilo se tifie con
la @osina, toma el color roga a naranja, pasando por diversas tonalidades v el citoplasma basofilo
se tifie con el Light Green adoptando coloraciones de azul palido al verde.
La coloracion varia si |la muesirs estd seca, segin el pH de |8 secrecién o 81 la muestra es
demasiado gruesa o muy delgada
Estas proporcionas permiten colorear minimamente 1000 laminas y no debe almacenarse mas de 6
meses

BATERIA DE COLORACION -

Se dispone los reaclivos en cubelas de acero quiriirgico de lorma secuencial y se colorean lag
laminas en liempos cronomelrados

1%, Alcohol corrente®s8™ — . 10 minutos
2° Agua corrienle (de cafig) .. . e 5 minulos
3* Hematoxiling de Harris ... .. ... 1a2 minutos
4" Aguacorriente (decade) ... ... ... .. 5 mihulos
3% Agua Acida ..., SHDPPPIFCTRRINERTRSIVI. S ([ |
6° Agusde cafo . e et et e 2 MiNULOS
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7% Agua amomidcal e e, 0 BegUNdOs

BY AQUB e CaRID ....iivrer iy ieeenrmnannrenean 2 MINULOS
9°. Alcoholcomienle 86° . . .. ... ... ... 2 minutos
10° Qrange G . ... . e e 28 95 minutos
11 Alcohol cormente 2 minulos
12°%. EA36 . ... ... 2 minutos
13 Alcohol corrients 2 minutos
14° Alcoholcomiente ... ..ooiia 2 minutos
15* Alcoholtabsoluto ... .. 2 minutos
16" Alcohol absoluto Sibeaishy il 2 minutos
17%. Secar al medio smb:mt& e At S M 2 minutos
187 Xilol ... A B F g LS TP T 2 minulos
19*  Xilol oAy 2 minutos

FROCEDIMIENTS DE COLORACION

El procedimienio se reafiza sumergiendo la canastilla que contiene [as laminas en las diversas
cubelas de fa bateria de coloracidn segln prolocolo, agitndola numerosas veces en cada cubeta,
Si las muestras vienen fijadas con laca, se corregiran dejandolas en alcohol corriente hasta que
ésla se elimine, generalmente unas 24 horas como maximo

Previamente se debe verificar la fecha de vencimienlo de las sustancias y reactivos a utilizar.
Asimismo se debe verificar la adecuada preparacion de acuerdo a las instrucciones

Se filtrara diariamente los colorantes

Se usara hoja de control diario del liempo de uso de los reactivos de la bateria (Anexo N® )

Resultados de Tincidn

En lgs nicleos la cromatina y la membrana nuclear loman el color azul oscure o purpura mientras
que el nucléolo abliene un color rojo, rosado o naranja.

El ciloplasma adopta e color amarillo o naranja, si hay presencia de queralina; caso contrario varia
de verde, azul o gris:

B) MONTAJE

Responsabile: Técnico de laboralornio

Resina sintélica para montar los extendidns. (Entellan),

Para &l monlaje sobre la l4mina portachielo, aun himeda, usar una a dos gotas de Enlellan y cubrir
con laminilla previo secado de ia Bmina portagbielo.

C) ENTREGA DE LAMINAS

Responsable: Técnico de laboratoria.

Tiempo de Ejecucion- se realizard inmediatamente concluya @ procesamiento técnico. Se
registrara en el cuadernc de control la serie de laminas que se enlrega, ei nombre del profesional a
guien se enfrega las muesiras y la fecha

Maternales

- Porialaminas

- Cuaderno de Registro
« Lapicaros

4, TAMIZAJE, DIAGNOSTICO CITOLOGICO Y REPORTE DE RESULTADOS
Responsables Tecndlogo Médico y Médico Patalogo
El tamizaje en Citologia es |a evaluacion microscopica masiva de |as muestras citolégicas tomadas
an una poblacion aparentemente sana con mayor flesgo de tenar una lesidn oncolégica del cuelln
ulerino. La responsabilidad es del Tecndlogo Médico y Meédico Patslogo
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£l diagndstico Cllolbgico de las lesiones pre-cancerosas y cancerosas es de reaponsabilidad del
médico patdlogo
Tiempo de Ejecucion se realizard inmadiataments se reciba las ldminas dentro del horario de
trabajo
Materiales
- Lémina con extendido coloreado por el métods de Papanicolaou
« Microscopio bnpcuiar con objstivos de 10x, 20x, 40x y 100x
- Hojas de resultados, segin formalo (Anexo N* )
- Fechador
Sello de Muestra Insuficiente
- Sello de NEGATIVO
Lectura y Control
- El tamizaje microcopicola realizan los tecndlogos medicas y los médicos patdlogos
Se realiza segin técnicas eslandarizadas
Los resullados negalivos o las Mueslras |nsatisiaclorias realizados por los tecnélogos
médicos serdn emitidas con fecha, sello y firma
Las muestras leidas por los tecndloges médices que presentan alteraciones citologicas
seran entregadas a los médicos patdlogos para su informe final, previa fima y fecha
colocada en el reporte.
Las laminas que se entregan al patdlogo se hard pravio regisiro en &l cuaderns de CARGD
cel Nimero de ia lamina y la fecha
- El médico patdlogo asignado diariamente solicitara que se le entregue las laminas de
contral y devalverén los resullacos luego de concluida su larea o maxmo al dia sigulents
de haber recibico las muesiras
El médico patologo llevard el control de las muestras anotando la facha en que las devuelve
en sus cuadernas de cargos respeciivos.
- El 10% de los muestras con resullado negativo saran evaluados por los madicos patdlogos,
como Conirol de caligad.
Los resultados serdn Inscritos en el registro de casos con tinta azul Ins negatives y con linta
roja los positivos y las Muestras insatisfactarias.
- Los informes seran enlregados 8 secrelarla para su digitacion inmediata en el SIHGOS

Diagnéstico y Reporta
Para el reporte de las muestras clloldgicas cérvico - uternas usamos cemo nomenclatura el
Sistema Bethesda 2001 (Anexo N* . ....]

SISTEMA DE BETHESDA
El repone del diagnostico ctuldégico para cancer cefvico Uefing es el sigutente: (Anexo N* )
A, Calidad del espéciman
1. Satisfactoria para evaluacion, con 0 sin cdiulas endocervicales
2. Insatisfactoria para evakiacian por
i. Ezcasa colularidad,
li Leucocitos > 75%,
ii. hematies >75%,
Iy, mala fijacion,
v, mal procesamisnto lécnico y
vi, dalos elinicos Incomplelos
B Negativo para lesion |ntraepitolial y/o malignidad, .. ©
C. Presencia de Alteraciones celulares
1 aAnormalidades de células epilehales Escamosas
. Células sscamosas atipicas: ASC-US o ASC-H
ii. Lesion de Bajo grado.
a Leswones por PYVH
b NIC1
iii. Lesidn de Alio Grado
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a MNIC2
b. NIC3: Displasia Severa o Carcinoma in siu
tv. Carcinoma Escamoso
1. Anormalidades de células epiteliales Glandulares
I, AGUS
i. Adenncarcinoma in situ
il Adenocarcinoma
C. Cambios benignos: elementos infecciosos (trichomonas, candida, vaginosis, herpes), por
DIy
D. Obsarvaciones

Debemos recordar que un diagndstica citoldgico de cakdad se basa en tres factores importanies:
ajobtener una muesira satisfactona, bjrealizar un correcto procesamiento lécnico y 3)experticia en
la lectura citoldgica

5.- DIGITACION DE RESULTADOS

Respaonsable: Digitador v secretaria

Tiempo de Ejecucidn. se realizara inmediatamente conciuya el procesamiento diagnostico dentro
de la jornada de trabajo

Los resultados serén inscritos en el libro de registro de casos

Los resultados tambien seran digtados en el sistema (nformatico hospitaiano SIGHOS

Los Resultados Negativos seran emitidos en el Formato impreso gue viene con ia hoja de sohcitud
l.os Resultados Positivos seran impresos y amitidos conjuntamente con &l formato inicial

6.- ENTREGA DE RESULTADOS

Responsable: Técnico de laboratoric

Los examenes del HONADOMARNI San Bartolomé seran entregados al Archivo de historias clinicas
con un lisiado de CARGO gue contenga

1) Nimero de examenes entregados,

2] El N® del Examen

3)NGmero de Ia histonia clinica correspondiente

4) Facha de entrega

5)Persona que realizd el trabajo de digitacion

La Entrega de los examenes de los convenios s¢ enlregaran debidamente identificados siguiendo
el orden correlalivo y la persona gue recibe diches resultados en &l libro de cargo, anotanda en el
reacuadro correspondiente (Anexo N* )

7.» ARCHIVO Y ESTADISTICA

ARCHIVD
Respansable: Técnico de laboraterio
Tiempo de Elecucidn: se realizara inmedialamente concluya e diagnostica final

Existen los archivos: siguienles:

a) Archivos de ldminas posilivas & archivan por siempre
b) Archivos de laminas negativas se archivan por 3 afos
c) El Registro de pacientes por 10 afns

ESTADISTICA
Responsable: Tecndlogos Médicos y secretaria
Tiempo de Ejecucian: se realizard denlio del mes correspondiente

Se realizarén las siguientes esladislicas
a) Numero Total de Produccion
b} Nimero de Cilologias del hospital
¢} Ndmero de Citologias de Referencias (Centros de salud, campanas, otros)
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d} Casuistica Par diagndstico que incluye N* de citologia, Nombres oe la Paciente, N* de HC

Edad, Paridad, estado de gestacion

DOCUMENTOS DE GESTION

NP DB W

Libro de Registro de Pacentes

Formatos

Registro de Cargos de laminas

Registro de cargos de casos de consulla a los médicos
Regisiro de control de Materiales y reactivos

Registro de citologias positivas y muestras insuficientes
Regisiro de enfrega de resultados a convenio
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9. FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO
DE CITOLOGIA GINECOLOGICA

1

Recepcion, |dentificacion y
Registro '

|

Procesamiente Técnico

, -

Screening CitolecnolGgico

| |

Positivo

Diagnastico Final

Digitacion

Archivo

Estadistica

jo s nmean b L L
118 '\:l:: falq m I* s 7

TN




CITOLOGIA ESPECIAL
El Area de Cilologia Especial procesa muestra ciologicas diversas para el diagnoslico de
diferentes patologias en frecuencia el hallazgo de células neopldsicas, bidsguedas de
microorganismos elc. Las muestras pueden ser de.
Liguidos normales. arnna, liquido céfslo raguidec, sic
Liguidos patolagicos ascitico, hidrottrax etc
Secreciones,
. Aspirados, Cepillados bronquiales
. Biopsias puncion —-aspiracion (BAAF) de mama, tiroides, mama elc

VB Ld N

Agl mismo realizamos el examean de Urpeitograma y de Ruptura Prematura de Membranas

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CITOLOGICAS DE LIQUIDOS NORMALES O
PATOLOGICOS Y SECRECIONES
l.as muestras gue ingrasan siguen un procedimianto diferente al de la citologia Ginecolégica asi
1,- Recepcidn e dentificacion de la muesira y Registro
2 - Preparacion de |a muesira
3.« Procesamlento técnico
4 - Diagndstico eitaldgico
5.- Reporte
6.~ Digitacidn v Entrega de resultados
7.- Archivo y Estadistica

1.- RECEPCION, IDENTIFICACION ¥ REGISTRO DE LA MUESTRA -
Responsable: Técnico de laboratono
Tiempa de Ejecucion: se reallzard inmediatamenie llegue la muestra a! Servicio

MATERIALES:
a) Libro de registro
b} Formato de solicitud
Se procedera anotar los datos en el libre respectivo. La muestra se mide en ml, se describe sus
caracleristica de color, densidad etc
2 - PREPARACION DE LA MUESTRA
Responsable: Técnico de laboratorio
INSTRUMENTAL, MATERIALES ¥ REACTIVOS:
a) Centrifuga
b} Tubos conicos de 15mi
c) Laminas
d} Pipetas
¢} Kopling de vidrio
f}  Alcahol de 96°
Procedimieno.- La muesira se incorpora en el tubo para centrifugar a 4,000 rpm por 10 minutos
aproximadamenle; luego de centrifugada la muestra. se elimina el sobrenadante, con la pipeta se
aspira y luego se coloca la muesira en una Bming portaobjetos, se hace el exlendido vy
rapidamenta sa lija en alcohol de 96°
3.- PROCESAMIENTOQ TECNICO
Responsable: Técnico de labaratorio
Tiempo de Ejecucion: se realizara inmediatamente concluya el registro

Se procede a igual que la muestra de citclogia ginecologica © sea mediante la técnica dei
Papanicolaou

En relacion @ muestras con gran contenido de sedimento, luego de Ia realizacién de dos laminas
como minimo para |a coloracion de Papanicolaou. se procedera a procesar para el Block - cell y se
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procesara como sl fuera una biopsia, para 10 cual 82 enviata 3l &rea de palologia Quirdrgics pam
su procesamiento

Se entregara las [Aminas procesadas al médico paltloge on un registro de cargo que consigne
fecha, N* de caso y ndmero de Wdminas por cada caso

4 - DIAGNOSTICO CITOLOGICO ¥ REPORTE

Responsable: Médico patdlogo

Tiempa de Ejecucion: se realizara inmediatamente se reciba las iaminas

El reporie lomard en cuenta en primer lugar lo solicitade por el médico tralania Si se encontrara
elementos celulares que sxpresaran un diagnéstico diferente al diagndstico clinico se procedera a
describirlo y reportario como diagnidstico citologico segin la convencidn internacional

5.- DIGITACION Y ENTREGA DE RESULTADOS

Responsable: digitador

Tiempo de Ejecucién se realizard Inmediatamenle conclyya el diagndstico y sea entregado por &l
médico patdlogo

Se ingresard el resultado al sistema informalico hospilalario
B.- ARCHIVO Y ESTADISTICA

Responsable Secretaria
Tiempo de Ejecucion: se realizard mensuaimente

PROCESAMIENTO DEL UROCITOGRAMA
Recepcion, |[dentificacion, registro de la muesira y procesamiento lécnico
Responsable; 1&cnico
Tiempo de Ejecucion: se realizara inmediatamente llegue la muestra al sarvicio

Se procedera a igual que la Citologia de liquidos y secreciones en los puntos de la Recepcién,
Identificacidn y Registro de la muestra; la preparaciSn de la muestra y el Procesamiento técnico
se procedera igual a la de liquidos y secreciones
REPORTE Y DIAGNOSTICO
Responsable. médico patdlogo
Tlempo de Ejecucién’ se reafizara inmediatamente sea entregadas las ldminas
En Ie referente al Reporte y Diagndstico se utilizard el prolocole (Anexo N* ), se procadera a
determinar las caracteristicas celutares de la muestra haciende la lectura microscopica y el
recuento de por lo menos 200 células y debera anotarse lo siguiente:

- Tipo Celular

- Indice Cariopicndtico
Indice Eosinafilicn
Indice de Maduracion
Indice de Plegamienlo
Indice de Formacion de Placas
Flora bacteriana

- Leucocitos

- Fonda
El Diagnéstico deberd Incluir si existe o no Estimulo Estrogénico en relacidn a |z edad de i3
paciente, estimulo progesterdnico y Estimulo androgénico.

La Digtacién y Entrega de resultados y el Archivo y Estadistica se procedsra a Igusl que el
procedimienio de liguidos

Responsable: digitador

Tiempo de Ejecucidn® se realizara inmediatamente concluya al diagnéstico y sea entregado por &
medico patdiogo

En el caso del Examen de Ruplura Prematura de membrana se realizara segun ficha impresa
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UNIDAD DE CITOGENETICA

CONSIDERACIONES GENERALES

Los especimenes o muesiras que procesamos en esta unidad se obtienen de la sangre,
médula osea, liguido amnidtica y tejidos diversos comao vellosidades coriales. mediante técnicas
perlinentes.

Este procesamiento de las muestras conduce a la formulacién del diagndstico cilogenético
que &% otra de las actividades principales del Servicio de Anatomia Patologica

La responsabilidad laboral se designara o sedialarda segon el nivel del proceso

En lodo el preceso el personal usara guantes, mascarilla y ropa de laboralono como medida
de bioseguridad

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

CARIQTIPO EN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
INTRODUCCION

Gregor Mendel en 1866 publica sus célebres prncipios sobre la herencia, Johanssen en 1908
acufia el término de gen como unidad basica de |a herencia; Averson en 1944 descubre gue el
gen estd fomado por ADN, JH Tijio v A Levan en 1955 determinaron el nimero 46 de
cromosomas en el hombre; Casperson y cols en 1970 sentaron las bases del bandeo
cromosémico habiendo sido los pioneros en aplicar en los cromosomas humanos una técnica que
consistia en usar la Mostaza de Quinacring que tefia a los cromosomas con un patron de bandas
claras y ascuras (Bandas Q) cuya disposicidn era idéntica en los dos cromosomas del mismo par,
esto fue un gran avance ya que permilia detectar si esas bardas claras y oscuras estaban o no en
nimero y posicién correclas. Dulrillaux y Lejeune en 1871, presentaron las Bandas R (bandas
reverse), cuyo patrén de bandas era invertido con respecto al de las bandas Q y se obtenian
gracias a un pretratamiento con calor y lincién con Giemsa  Simultaneamente, Arrighi y Hsu
presentan las Bandas C, correspondiente a la helerocromatina cenlromérica. Eslas se oblenian
en los cromosomas tras clertos tratamientos que desnaturelizan el ADN, seguidos de lincidn con
Giemsa, con lo cual se obtenia una intensa coloracion en la regién centromeérica. Esta tincion se
debe a la existencia de un ADN satélile en esa regidn, que estd compuesta por secuencias de
nucledtidos muy repetilivos y que se renaturalizan réamdamente. También se colorean las
constricciones secundarias de los cromgsomas 1, 9, v 18 y el segmento distal del cromosoma Y.

El cariolipo es la constitucidn cromosomica de un individuo; una fotomicrografla de los cromosomas
individualizados y ordenados de forma estandarizada (Muller 2001)

PROCEDIMIENTO

Para el examen de cariotipo se siguen diferentes pasos que los describimos a conlinuacién:
Solicitud de Examen

Entrevisia

Toma de Muestra

Procedimiento Técnico

Lectura

Lectura con el Carlotipador

Reporte; Nomenclatura International Systam for Human Cytogenetic Nomenclature 2008
Diagnostico

. Entrega de Informe

10. Archivo (Lamina, Estadistico, por Pacientes, por Diagnostico, de lconografla).

D@NO;ms 0N

1.-50LICITUD DE EXAMEN
Responsable: técnico, lecnbloge médico o bidlogo
Se anotara en el Libro de Registro sl es paciente del hospital o de olra institucion
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2.- ENTREVISTA AL PACIENTE
Responsable: médico patologo
Tiempo de Ejecucidn: se realizard inmediatamenie
La enfrevista es un podercso instrumento para el diagnédstico ya que proporciona la informacion
directa gue permitira realizar el analisis comespondiente y el diagnostico respectivo en el aspecto
citogendiico La entrevista debe contener los siguientes datos minimos:
a. Nombre del paciente,
b Edad
c. lLugar de Nacmiento
d. Qcupacion
2. Motivo del Examen: Fascie dismorfica. Infertilidad, abortos. antecedenies de Mortinaios |
hijos con Malformaciones, alleraciones del desarrollc del crecimiento  disfunciones
menstruales, alteraciones en el Espermatograma, otras
. Edadde los padres
g Elaboracitn del arbol genealdgico
h. Peso al nacer. forma de nacimiento
| Anlecedentss familiares antacedentes patologicos
| Examen clinico
k. Exémenes de laboratario
Ver formato (anexc N° )
Procedimiento
Anotar en el libro respectivo:
a MNombres, N" de examen citogendtico y datos de k2 entrevista perscnal
b lconografia, previs aulorizacién del paciente
. Anolar impresidn dagnostica
3.- TOMA DE MUESTRA
Responsable: 1écnico de laboralorio, lecndlogo médico o bidlogo
Tiempo de Ejecucion: se realizara iInmediatamente se tenga la solicitud del examen
Materiales
a Jeringade5m| Q 3ml
b. Aguja de 22G (Neonatos) y 206G x 25 ml (nifios).
¢. Heparina Sadica estérll. No usar EDTA ni citrato de sodio
d Ligadura
e Algoddn estéril
I. Alcohol de 96°

RECOMENDACIONES PREVIAS

Para el estudio de carolipes, dado que se debe realizar cultivos oelulares in Viire con medios
enriquecidos con factores de crecimiento, suero fetal bovino y amnoacidos, se hace lotalmente
Indispensable que |la muestra sea lomada con absoluta estesdlidad por lo cual se hacen las
sigulentes reccmendaciones’

+ El anticoagulante aceptado mundialmente es la Heparina, pues esta guela o quita jones
calcio para que no se coagule la sangre,

+ No usar el EDTA camo anticoagulante debide a que esta sustancia quela los iones calcio
necesarios para el crecimento celular, los cuales no podran ser repuestos. Tampoco usar
citralo de sodio, ni alres anticoagulanies

*+ La jeringa en que se loma la muesira debe haber sido impregnada prevismente con
Heparina de |a sigulente manera; lome un frasco que contenga hepanna sodica esiénl
succiona 0. 2ml de Heparina y dispersaria homogéneamente por loda la superficle interna de
la jeringa.

« Tomar la muestra por veno puntura. Para la extraccidn de sangre en neonatos ulilizar aguja
22G en ninos vy en adullos 20G. extraer 3mi en pacienie necnatal, Sml en paciente
pediatrico y adullo, i 1a sangre tamada es muy poca, por ejemplo 1ml, tenga en cuenia qua
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la relacion anticoagulante - sangre sera excesiva y esto va inferir en gl crecimiento celular
in Vitro y por lo tanto, en la calidad de cromosomas obtenidos. En el caso de pacienies
hospitalizados consultar al médico tratante si suministra anlibidticos u ofros medicamentos
gue pueden interferr en el crecimiento celular.

No retirar la aguja de la jeringa que contiene la muestra, debe permanecer con la aguja y
ésta ser cubierta con su capuchdn, para evitar su conlaminacién, La aguja se debe cubrir
con el capuchdn y este debe ser asegurado con cinta de enmascarar o esparadrapo para
que la aguja se mantenga unida duranie el transporte. Aconsefamos también cubrir el
embiolo de la jeringa.

No es necesario estar en ayunas para la toma de muestra

Procedimiento!

b.

e~sao

Preparar el material (jeringa con heparina, aguja estéril, sigodan, ligadura).

ldentificar al paciente o nifie (explicar a a8 madre el procedimiento que vamos a realizar
también podemos hablar con el nifio adaptando nuasiras explicaciones a su edad y nivel de
pomprension).

|avado de manos con agua y jabon.

Colocarse los guantes desechables.

Colocar comodamente al paciente e inmaovllizar

Colocar compresor por encima del sitio de puncian, para producir ingurgilecion de la vena.
Seleccionar la vena mediante el lacto, asl determinaremos la profundidad, calibre,
glasticidad, elc. También se puede localizar la vena por Inspeccidn (color azulado). Abrir v
cerrar el pufio, en nifios mayares, puede ayudar a distender las venas de los miembros
superiores.

Desinfectar el punto de puncidn con torundas impregnadas de alcohol de 70°.

Pmchar la piel y posteriormenta la vena en direccién contrana al flujo sanguineo, con un
angulo entre 15° y 30° respecto a la piel, con el bisel de Ia aguja hacia arriba.

Soltar el compresor cuando refluya la sangre

Sacar la aguja y aplicar presion suave hasta lograr hemostasia.

|

K

I. Colocar apdsito en el sifio de puncidn
m

Rotular la jernga con la muestra, sefialando los dalos que ayuden a su identificacion
{(nombre. fecha y hora de extraccidn)

d.- PROCESAMIENTO TECNICO
Responsable: bidlogo, Tecndlogo Meédico
Para su descrpcion la dividiremos en varios pasos
a) Siembra
b) Cosecha
c) Preparacion de Lamimna
d) Coloracion o Bandeo

a)

SIEMERA DE MUESTRA
EQUIPOS
i. Estufa
It Mechero
il Centrifuga
MATERIALES
i Sangre Perifénca
it Tubo canico de 15 mi
REACTIVOS
IMedio de Cultive

PROCEDIMIENTOD

i. Luego de extraer la sangre perférica, dejar sedimentar el paquele globular
aptoximadamente 30 minutos colocando la jeringa en forma vertical con la aguja
hacla abajo. Descartar un poco del paguele globular




i, En un lubo conico graduado que contiene 5 ml de medio de cultivo, agregar 10-15 gotas
de la sangre homogenirada de la jeringa.
i, Agitar suavemeanie &l tubo para homogenizar la muestra
iv. Rotular &l tubo indicando el N* de muestra, el dia y hora de siembra,
v. SBuazrdar el tuba an In incubadore a8 37°C de forma Inclineda para oblener mayor
superficie de proliferacidn celular, por 72 horas aproximadamenlte
b} COSECHA
EQUIPOS
I Estufa
ii. Centrifuga
MATERIALES
i Pipeta Pasteur estérii
i Laminas portacbiatos
fii. Mecharo
iv Pinza
y. Lapz con punta de diamante para marcar vidrig
vi. Gradilla para lubos

REACTIVOS.
. Colchicina
ii.Carnoy. proporciones iguales de Metanol y Acido scélico, por muestra se utilize 16 m
fil.Clorure de potasio en solucién hipotdnica al 0.075 molar

PROCEDIMIENTO
I Cumplidas las 72 horas se saca el tubo de cultivo de la estufa, se agrega 55 ul de
colchicina y mazclar suavementa
i, Incubara 37°C por 20 minutos
i Centrifugar los tubos de siembra a 2500 rpm por 12 minutos.
iv. Descartar el sobrenadante con una pipeta Pasteur
v. Agregar al lubo gue contiens el sedimento la sclucién hipotdnica de cloruro de
polasio hasta completar 6 ml y mezclar agitando ei liguido con la pipela
vi. Incubar a 37" C duranie 15 minutos.
vii  Agregar 0.4 mi de CARNOY (refrigerado) y homogenizar con la pipeta.
vili.  Cenirfugar a 2500 rpm por 12 minutos.
ix, Eliminar el sobrenadante con la pipeta
x. Agregar 6 ml de CARNOY (refrigerado), homogenizar con ia pipeta
I, Dejar en reposo por 30 minutos al medio ambiente para la fijacion,
xli. Centrifugar a 2500 rpm por 12 minutos y eliminer el sobrenadanie.
zili.  Agregar 5§ ml de CARNOY, agitar con la pipeta hasta que quede homogeneo
xiv. Cenirifugar y repetir la operacién una vez mas desde el pasc i,
¥y, Relirar el sobrenadante y agregar 0.5 ml de CARNOY (refrigerado) para el
lanzamiento de la muestra

c) PREPARACION DE LAMINAS PARA EL LANZAMIENTO

| Las laminas portaobjetos se lavan con una mezcla de volimenes iguales de alcohol
etllico de 96° y Acetona

i. S& almacenan en la nevera por 30 minulos como minimo, hasta el momento de su
empleo

iil. Con la pipeta agitar fuertemente, se carga con la muestra y luego se deja caer Il 6 IV
golas de la suspension en una lamina portaobjetos, soplarta para oblensr un
extendido homogéneo y secar la ldmina con un mechere de alcchol

Ilv. Dejar la lamina en la estufa a 60° C por 24 horas ¢ a 37°C por 48 horas

v. Preparar por cada caso, 4 lAminas en adullos y 8 Bminas en nifios,

d) COLORACION: (BANDED)
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Hasta este paso se procesan lodas (ss [Amines que pueden as usadas pars coloracioness
diversas, 1as que dependeran del estudic que se quiers reslizar como’ bandas G. R, C, »
mclusive para los axamengs de FISH

BANDEC “GTG"

MATERIALES
. Koplin

i Pinza

i, Probelas gde vidio de 100 mil
iv. Matraz de vidrio de 50 mi

v, Pora@mings

vi, Botells color caramelo de 500 m|
vil. Perias de vidrio
vil. Embudo da pléstice

ix. Papel loalla

1. Fapal itro

REACTIVOS
| Tripsina solucion al 1%

il. Butfer para Tripsina de KH,PO,

k. Colorante Ciemsa

v. Alkcohol metilico absoluto

v. Ghcenna g'p

vi. Buffer para Giemsa fosfaln pH 6 8 (Na:HPO,) v (KH:PO.)
vii Suero fisiolbgico
il Agua destilada

PREFPARACION DE REACTIVOS

“TRIPSINA: Solucidn al 1% en agua destitada (1 gr en 100 ml agua destiada), fikrar 3
veces hasta oblener una solucidn transparenie. Sa almacensa en viales en porciones de
5 mi cade uno y s& conserva en congelacian.

*BUFFER PARA TRIPSINA DE KHyPO, & 0.025 Molar

136 09 grs de KMH;FO. en 1 i de agua destilada corresponde af 1 Molar, para 0.025
molar comesponde 34 gr de KH;PO, en 1 I de agua destilada
‘COLORANTE GIEMSA (100 mi) (SOLUCION MADRE)

Colorante Giemsa en polvo. O 075 ps=
Alcahal matilico absoluto Gy et S e ] - - md
Glicerine g/p ... IEESTTE . mi

Incarporar los tres raactwntm hbatailaqumﬁmnhspmmm mazciar
Intensamente 5-10 vecas al dla durante 72 horas come minimo
*BUFFER PARA GIEMSA
SOLUGION A° KH;PO. al 006 Moiar
138.0% grs de KH.PO, en 1 I, eorresponde 8l 1 molar, para 0.06 molar comesponde
8,185 gr de KH,PO,
SOLUCION B MaHPGC. al (006 Moiar
142.02 gr de NazHPO, en ! Il corresponde al 1 maolar, para 0.06 molar comesponde
8.62 gr NazHPQ,
SOLUCION aE TRABAJC
Se preparan lres frascos Kopline
- Frasco 1 Soluckin da Tripsina 1%
Frasco 2. Solucion Salina Fiioldgica
- Frasco Colorante Giemsa al 4%.
- Frasco 4 Agua destilads

PROCEDIMIENTO (Técnica de Bandea GTG)
Elfrasco 1 s colocado en |a Estita a 37°C para descongelar y mantenerio




Colocar las laminas con la preparacion cromosdmica en ef frasoo | durante 8 seauados
Enjuagar 1as laminas en &l [rasco 2.

Colorear con Ciemsa duranta 10 minutos, @n &| frasco 3

Enjuagar las laminas en el lrasco 4

PRECAUCIONES

Se debera realizar ls siembra con la mayor osterlidad posible

Deberd tenerse en cuanla que son muchas las causas qua inlafieren con el normal
desarrolio de la milosis y gue incluso producen akeraciones cromosdmicas como Ios rayos
¥, luz ullravioleta, cambios bruscos de tfemperatura, campo magnélico y ondas sonoras.

E| desarolio de fo8 cromosomas puede seér mhiwdo por certos agentes bioldgicos como
son fos virus y protoroarios, reactives quimicos como los compuestos relecionados con loy
dcidos nuclelcos (Bmercaptopuring v 5 fuprodeoxiuriding), anlibidticos (Mitomicing ©
Actinomicing y Daunamicina), drogas del sislema novipsa central (meprobamate
mescalina, dcido lisergico y dietlamida, catelna y derivados del ciclamata, contaminantes
gel aire y del agua (cloramina T y ef ozong), pesticidas (caplan y tio—tapa), Inhibidores
mitdticas (colchicina), colorantes derivados de ka fotoclanina (acridina orange y rojo neutro|,
compuestc antifolicos (metrotexate y aminopterina), solvenies orgénicos (benceno y
mercapto — etanol), salvenies inorgénicos (plomo y arsénico).

£-LECTURA
Responsable: bidioge. Tecnologo Médico
EQUIPOS

MICROSCOPIO BINOCULAR especializado de alla resolucion con objetivos 10x, 20, 40x,y
100

b Cariolipador
MATERIALES

a Aceile de inmersidn

b. Papel lente

c Aleohol Isopropdlica

d. Lamina procesada

e Cuadeno

f, Lapiosrn

Esa etapa a igua’ qui las anteriores &8 deé gran mportancia pues de 6sta se emilird e diagnastico

final

56 realizard al anplisis cromosomico que consiste en

a.

b

La obsarvacidn da ins crompsomas sé realiza ubicando las melafzses niclalmants con &l
objetivo da 10X,

Se seleccionardn 125 metalases de buena calidad. Estas deberan ser melsfases alsladas,
que piesorien cromosomas separados, no sobrepuestos, no entrecruzados, completos,
Len 8y coloreadons.

Se ubicEn lgs melafases pDaro ol es[uoid con @i objelwo de 100X wliizanda aceils de
inmeargion

Se procede & contar el nimero de cromosomas. Si esias contlene 46 cromosomas ss las
toman an cuenta para el esludio posterior

5] & apncontrargn un nimero anarmal en una mewnfase de buena calidad, esta canlidad de
Cromosomas sera cercano al numero nomal

Se analizara las caracteristicas de cada cromosoma de acuerdo al patrdn inlemacional del
bandes GTG  y se reallzard ol emparejamiento con su homdlogo (buscando al otro
cromosoma par)

Este andlisis lomaré como base sl Satema Intermacional de Nomenclalura para
Cilogenélica 2009 ISCN

Se compieta el analrsis de los 22 pares de cromosomas somaticos o aviosomas y del par de
cromosomas sexuaies
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I Sa analizaran 25 metafases como minimo

| 5 se encontraran anomnalidades cromasdmicas se estudisrdan metafases adicionales
necesarias para ol diagndstico final, como minimo 50 melafases

k. Si &l analisis de los cromosomas es anormal, se pasard al Cariotipador para reafaar el
Canograma respeciivo y el reporte dol diagnbstico, impresién y archive de resultados

6. LECTURA CON EL CARIOTIPADOR.- segln mangjo del software LEICA CW4000
Este aquipo esta constituldo por
a Micrascopio con camara falografica
b Computadora
& software
PROCEDIMIENTO
| - Preparacidn de |3 ldmina
& Luego del encendido de MIGroscomo y 1a computadora ubicar en la @mina la metalase &
analizar con & lente 10x y luego pasar a la lente 100x prévio uso del aceite de inmersion
2 - Accesp al programa’
8. En el monilor ubicar el icona del programa Leica CWA4000, hacer doble clic en &l
3 -Caplura de Imagen:
8. Hacerclic en al icono Lewws CWE00D Karyo para accades al programa
b Una vez accedido al pragrama, ubicar la pestaiia “CAMARA", dar clic en ella
c. Se abrird una sub-vantana v gar clic en 3 pestafa " VISTA PREVIA®, para ubicar la metalass
en el guadrante del manitor
d. Se toma la foto de la metafase haciendo clic en la pestafia "ADQUIRIR® cun el boton
izquierdo del Mousa,
4 -Guardar imagen
e Hacer chic an la pasiafia "ARCHIVO"
b Se abrird una sub -ventana
& Buscer ia opcitn "GUARDAR IMAGEN y dar che
d wbicar la carpeta comespondiante pars guardar iz imagen.
§ -Analisis de la foto de la metafases y Ammado del canotipo
Ubicar la barra de harramientas,
Hagcer clic en "EJECUTAR ANALISIE
Ubicar cada cromosoma indepandientamente y hacer los smegios posibies.
Hacer clic en "CONTINUAR"
Agtomaticamente aparece el catlograma realizado por el sclware
Verificar en esle cariograma gue los pares de cromosomas eslén corectamants ubicados
seglin les grupos correspondientes;
Emparsiar manualmente 10$ pares de cromosamas que no $e cormespondan
Dar clic en la pestafa *RECORTAR" para |a edicddn individual de cada cromoscoma con el
uso de los siguientes iconos:. Separer, solapar, recoffarexpandiv, tmir, borrar, afiadr nwave,
axpandir. sombresdo dé bendas, adickin de ariefaclos y otres a cnterio del analista
I Hacer che an la opeldn "LISTIFR, luegs hacer clic en la pestafia "CYBASE.
| Archive de resultado. - Hacer clic en la pestafta "CYSASE". Se abrira una subventana
hacer clic en ésta y aparecéra un subment ; hacer chc en minimzzar {-). Aparecerd un
submeni pars regisirar los dalos del paciente: N® dal caso, Nombres y apellidos, Medico de
referencia, Procedarncia, Técnica de bandeo, numero de metafasss, Cariotipd, Lienar astos
datos
k Diagnostico.- Hacer un clic en "ACTUALIZAR' pars guardado de datos
Imprasion de resullade’ Escoger la Impresora correspondlente.  Dar clic en “MARRIMIR
REPORTE y "(HOSPITAL SB)"

~poOCw
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7.- REPORTE

Responsable: Bidlogo, Tecnodlogo Médico

Se utifzard & lenguaje de la Nomencistura International System for Human Cytogenatic
Nomencisture del afio 2000 para el reporie del canotipo
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8.- DIAGNOSTICO - Segun formato estandarizado en el Cariotipador, sera firmada por el medico
patologo responsable
9.- ENTREGA DE RESULTADO
Responsable: Bitlogo, secretaria
10.- ARCHIVO Y ESTADISTICA
Responsable: Tecndlogo Meadico y bidlogo
a Se archivardn las laminas de los casos positivos
b. La estadistica contendra:
» dalos de la produccitn,
* las tasas de referencias y
» los casos posilivas
c. La estadistica se publicara mensualmente
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CROMATINA SEXUAL

En 1948 Barr descubrid la cromating sexual del cromosoma X, y su mélodo con algunas
modificaciones son universaimente empleados en los laboratorios de citngenélica para dicho
estudio. Ohno, Kaplan y Kinosita en 1958 demosiraron que la eromaltina saxual corresponde a la
congensacion de uno de log cromosomas X en la mujer y la Dra. Mary Lyon descubtio la acCion
génica de dosis compansada del cromosoma X.

El CorpUsculo de Barr s observe como un pequefio cuefpe intranuclear, de forma thangular
plano convexa, de 07 a 12 y de diametro; puede ser dnico @ milliple y en éste (iimo caso se
debe al exceso de cromosomas X en ! individuo, Cada corplsculo de Barr corresponde a un
cromasoma X heteropicnétice que replica su DNA mas tardiamente que el resic de los
cromosomas, En ocasiones se observan cuerpos de Barr de lamafo o forma anormal y eslo se
debe a anamalias estructurales de uno de los cromosomas X.

La cromatina sexual puede estudiarse en tres lipos de células: nerviosas, apiteliales vy leucacilos
polimorfonucleares; el epitelio de la mucosa bucal es &l tejido mas adecuado para |la demostracion
de la gromatina sexual, Asi mismo pueden ser tedidos con gran nimero de colorantes nucleares
lales como vicleta de crecils, lionina, hematoxilina v verde de melilo con la léonica de Feulgen
seguida por una hidrdlisis acida.

PROCEDIMIENTO
1 Toma de muestra
2 Procesamiento técnico
3 Lectura
4. Repone
5 Archive y Estadistica

1.-TOMA DE MUESTRA Y FIJAGION,
Responsable lecndlogo médico, bidlogo, tecnico
Tiempoe de Ejecucion: se realizaré inmediatamente se oblenga la solicitud del examen

Se inscribird an el registro respectivo los datos de la paciente, s & asignaréd un nimero el cual se
marcard en |z lamina con un lApiz cristsiografico con puntia de diamanle sigue idenlificard |a
muestra a lomar

Antes de lomar la muestra s recomienda que ] paciente se enjuague !a boca y se haga una
higiane bucal

Utilizando una espétula de madera o una ldmina porta-objetos impia se hace un raspado de la
mucosa oral a2 nive! de (os carllos malares vy luego s& hace un frolis sobre una Emina pota-
objetos svitando retamar la ldmina por el mismo lugar del extendido,

Inmediatamente de tomada la muesira se coloca la ldmina &n un frasco koplin que conlenga el
fijador (alkcohol de 86%) por 15 minutos como minimo aunque puede quedarse en este fijador por
mas tiempo (una semana sin getenorarse)

2.-PROCESAMIENTO TECNICO
Responsable: tecnologe médico, Didlogo
Tiempo de Ejecucidn: ge realizara inmediatamenta so oblenga la muesira

HIDROLISIS:

Retirar la tamina del Mjagor y dejario secar al medio ambiente, luego colocario én un lrasca koplin
que contenga dacido clorhidrico SN por un tiempo de 30 minutos .
Después anjuagar en agua corriente dos veces para delener 1a acclén dal dcido.
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COLORACION:
MATERIALES

» Laminas partaobjetos
Bajalenguas
Algoddn
Kophick de vidno
Lapz cristalografics
Probetas de vidrio de 100 ml
Papel filtro
REACTIVOS

» Carbol Fucsing

+ Solucién de Acide cirhirico al 5N

a. COLORANTE CARBOL FUCSINA
Solucidn Stock

Fucsinabasica .........ccooviiiiiiiniiine 3 @r
Alcohol etllico 70% .. .ooooo 0 . 100 mil
Solucién de Trabajo
Soluckdn Stock ... ..ol L 10 mil
Acidofenico 5% ... . 80 ml (5 ml de fenal + 95 ml de Agua destilada)
Acido Acético Glacial .. ........ ... 5 mi
Formol 4003 ... ....coooee 0 . 4 5 ml
b. Solucién de HCL [Acidn Glurhldrlcn} al 5N para 100 mi.
H20(g) .. e . ) B3.77 ml
HCl . e 18623 mil

c. Mezclar con cuﬂaﬂn nltmr el coloranie 2 veces y guardar en frasco oscuro en refrigeracian,
Preferentemenie uliizar &l colorante después de 5 dias de preparado para evitar que precipile.

Filtrar el colorante anles de usarlo,

La lamina porta-objelos es cubierta por el colorante Carbol fuesing (se adiciona 2 ml del colorante
sabre la lamina por 10 minutos.

DECOLORACION:

Las laminas luego de la coloracion seram pasadas suCesivamente por dos recipientes gue
contengan alcchol etilico 96°, 3 manera de lavados rapidos (s6lo por segundos) con la finglidad de
eliminar el exceso de colorante y decolorar el citoplasma de las células)

El cloplasma de las células no liene afinidad por el colorante Carbol fucsina por el que se
decoloran (ce obsarvan transparentes), mienfras gue la cromating se tifie de color rojo magenta, los
nicleos; la cromatina X se vera camo un corplsculo rojo intenso pegado a la membrana nuclear.

1-LECTURA:

Una vaz seca la Wmina se procede a obsenvar 2n el microscopio con objelive de 10X para
saleccionar el campo estudiar, luego se pasa al objetivo de 100X o lenle de inmersidn para realizar
el recuento de Corplsculos de Barr sigulendo un criterio de conteo pre-establecido. Se lee como
minimeo 200 ndclens,

CRITERIOS PARA EL RECUENTO DE LA CROMATINA X

El Cuerpo de Barr es un corpusculo heteropicndlico, el cual se expresa de forma  triangular,
obscura adherida a Ia parle intefna de la membrana nuclear vy que no desaparece al mover el
micrometro del mlcmsc-upin
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Stic deben corlurse agqueiins nuciens que lendan membiang nuclear completa y cuya cromalting
esté finamanls distnbuida

Deban contarse como minfma 200 ndeleos

No entran en el recuento los nucleos que presantan las siguienies caracten sticas
»  Nicleos que eslén superpuesios o plagados.
o  Nigleos dé cromating haterppicnicdtics y de distribucion irregular.
s Nicieos picnoticos, vacuolizados o degenerados.
» Nicleos contaminados por gérmenes.

4.-REPORTE DE RESULTADOS:
Responsatie
El reporte presenta las siguienles opciones,
a 5iestd presente o no el Corplsoulo de Barr
Negatwvo cuandg no se observa ningun corpasculo da Barr
Positivo. - cuanado se observa corpusculos de Barr
b Sies posiivo, repoctar of poiceniaje
o Bl es posiivo, fijarsa & hay uno, gue &t lo mas feouente o mas de und, reportesr en
porcentaie @ wveriabilidad. Recordar que S| encontramos mas de un corpusculn de Bam,

debard en el canatipa lenere altaracidn numanca en el cromosoma X segun la Ley de Lyon
Valorag Narmales:

Sexo femenino 15. 30%
Sexo masculing : 0%
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DE LAS NECROPSIAS CLINICAS

INTRODUCCION

El interss por &l esludio dal cusrpo humano se conoce desde |as socindades muy anliguaa La
legitimacion de la diseccion y s sulopsia del coerpo humana s# inicid aparentemants én Europa an
el siglo XV, con fines edocativos y an el contexto universianc. Para immios del siglo XV las
caledras de anatomia en universidades europeas estaban ya definidas y se incluia |a practca de
disecuiones, ©on permisas ¥ garantias reales. Serd an el sglo XX cuando aicance plana
sistemalizacidn y vigencia '**

El genial beiga Andreas Vesalus (1514.1664) produo una gran revoiucidn clentifica de su época
ol realizar & lravés de la diseccidn de cuerpos humanos, la megr forma de comprender &
srnaiomia humana replanted |3 medicing de su &pota y oishid una nuava lorma de ohienar &l
conocimiento @ través de ia chsenvacion clentifica; aponendose al conocimiento galénico qun por
aproximadamenia trece siglos fus considerado verdad irmufutabie Su elagante y bella obra De
Humani Corporis Fabrica, disefieda en los talleres de Tizisno es la evddencis de asa revolucidn
sientifica de su época

DEFINICION

L& necropsia © sy smonimo sulopsia, o8 una técnica tanatoquirirgica reslizada para investigar la
causa o s causas g la muerte de un individeo.

La necropsia es ung aclividad del médico paidiogo

UTILICAD
Parmite ln descripclon macroscopica y microscdpica de las enfermedades,
coniribuye al conocimiento de ls fisiopatologla de ellas,
dascubra patologias concomilantes,
posesa un gran valor docents y de invesngacion
E3 un instrumento da la medicdn de la cafidad de una mstitucikdn sanitane, de alll su
gran ulilidad en las sudhorias médicas
« La causa de la muere en ips aulopsias perinateles son imporantes para & consejo
gandtico a log padres o Im familia acerca de los riesgos recurrentes para los fulurcs
embarsng
» Es fundamental para la action medico legal
La autopsa continua siendo un mélodo sfectivo y fiable para verificar con exaclivd de |os
diagnésticos clinicos, evaluar los procedimienios médicos reslizados asl comp eniender |as
caracleristicas de as enfermedades emengenies

MARCO LEGAL
Le Ley 26842 " Ley General de Salud del afo 1997 refiere &l respecio en sus diferenies articulos,
oS
Articulo 108o.- La muerte pane fin & la personz  Se consldern ausencia de vida al cesa definitvo de
la aclividad cersbral, ndependieniemente de que sigunos de sus drganos o lajidos manlengan
actividad biclégica y puedan ser usados con lines de transpiante, injerio o culliva.
Ei diagnéstico fundade de cese defintivo de |2 aclividad cerebral verifica la muene Cuando no as
posible eslatlocer lal dagndstico, |a conilaiasidn de pard carde-respratont wiaversible confima
la muarie
Ningura de estos crilerios que demuesiran por diagndstico o corfoboran por congtalacin la muens
del indiadua, podran figurar como causas de la misma en 08 documentos que ia centifiguen
Anticuie 1080.- Procede la practica de fa necropsia en los casos siguientss;
a) Por razones clinicas. para evalusr ls exactitud y precision diagndstica y |a calided del
iratamienio de pacientes:
b} Con fines de cremacitn, para delerminar le cousa d= In muerie v prever I3 desaparicion de
pruebas da ls comisidn de deitos;
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¢) Por rarones sanitarias, para establecer la causa de la muerte con el proposito de proteger a
salud de terceros; v,

d) Por razones médico-legales para determinar la causa de muerte, en los casos que [a ley lo
establece o cuando lo ordena la autoridad judicial competenle, o para precisar la identidad
del fallecido.

Sdlo la necropsia por razones clinicas reguiere de la autorizacion 2 que se refiers el Arliculo 470 de
la presente ley,

Arllculo 1100.- En los casos en que por mandato de |z ley deba hacerse 1a necropsia o cuando se
proceda al embalsamamiento o cremacidn del cadaver se podra realizar Ia ablacion de drganos y
lejidos con fines de transplante o Injerto, sin requenrse para ello de autorizacion dada en vida par el
fallecido o del consanlimianto de sus familiares La disposicion de organos vy lelidos de cadaveres
para los fines previstos en la presente disposicidn se rige por esla ley, la ley de [a matena y su
reglamento

Arleuls 1116.- Stlo es parmitide inhumar cadaveres en cementerios debidamente autorzados por
la Autoridad de Salud competente, conforme a lo que dispone la ley de la materia y su reglamento.
Articulo 1120, Todo cadaver que haga posible la propagacion de enfermedades sera cremado
pravia necropsia

Artlculo 1130.- La Aulondad de Salud competente esta obligada a disponer la erradicacion de
cementerios cuando su ubicacion constituya un riesge para la salud.

Articulo 1140.- Los cadaveres de personas no identificadas o, que habiendo sido dentificados, no
hubleren sido reclamados dentro del plazo de freintaiseis (38) horas luego de su ingreso a 18
morgue, podran ser dedicados 3 flines de investigacion o estudio Para los mismos fines podrdn
utllizarse cadaveres o restos humanos, por voluntad manifiesta de la persona antes de fallacer o
con consentimiento de sus familiares.

Arficulo 1150.- La inhumacion, exhumacién, traslado v cremacitn de cadaveres o restos humanos,
asl como el funcionamienlo de camenterios y crematorios se rigen por las disposiciones de esta
ley, la ey de la materia y sus reglamentos.

Articulo 1160.- Queda prohibido el comercio de cadaveres y restos humanaos.

TIPOS
Segun su finalidad las Necropsias san:
a) Climcas
b) Medico legales
c) Epidemiologicas o sanitarias
Seglin su extension
a) Totales, cuando comprende el estudio de todos los drganos del cuerpo humano; es la forma
ideal para asegurar un diagnoshco valido y confiable
b) Parciales cuando no se autoriza el estudio de algunos drganos como el cerebro por ejemplo

La necropsia clinica es el procedimiento postmariem que estudia las alteraciones morfalbgicas de
los drganos y tefidos como consecuencia de una enfermeadacd

RESPONSABLE: Médico patdlogo
Colaborador. Técnico de laboratario

Tecnologo Medico
Tiempo de Ejecucion: se realizara inmedialamente llegue la solicitud de necropsia con la
Autorzacon de los familkares al Servicio de Analomia Patolégica hasta concluir can la emisién del
certificado de defuncién y el Diagnstico Macroscopico v la realizacidn de los corles para el estudio
histolégico
REQUISITOS

- Es indispensable el Consentimiento de la necropsia firmada por &l famifiar mas cercano del
nifio padre 0 madre.




- La historia elinica para esludiar los anlecedentes clinicos y los esameaneas especiales o
auxiliares realizados
- El proceptor o médico anatomo patclogo debera poseer alta capacilacion que permita tener
validez de sus resultados. Numerosas publicaciones sugieren que una autopsia pennatal
debe ser realzada por un paitdlogo perinatal blen entrenado o debe ser referide a un centro
que cuente can un patdlogo pediatra
A pesar que los residentes y patdlogos asistentes proporcionan la ayuda necesaria para la
ejecucion del procedimiento de necropsia, es siempre necesario que sean supervisados
por un patélogo calificado en el procedimiento de necropsias pedidtricas, es esta persona
la que guiara la revision de la historia clinica para la determinacién de |a informacién con
caracter de relevante a tomar en cuenta, ademas supervisara &l examen externo, de los
érganos intermos /n sifu, asl como el reconocimignto de anomalias y la toma de muestras
apropiadas. Todo esto se debe a que muchas estructuras corporales una vez alteradas ya
no pueden ser saneatidas a reconstruccion

El paciente debe ser identificado, se debe confirmar que el Consentimiento Informado este
completo y se deben tomar las medidas corrsctas para prevenir infecciones esto segun las
regulaciones establecidas por el departamento de Ayuda al Diagnéstico sobre los métodos
universaimenle aceptados para el manejo de tejidos y fluides organicos.

Se procedera a la revision completa de la histona clinica incluyendo la conversacion con el
clinico y la revisidn completa de los resultados de examenes incluyendo imagenologia,
andlisis citogenéticos, estudios Doppler ya gue estos pueden dirigir al patélogo para
establecer una correlacion clinico patoldgica adecuada

Se procedera a la ajecucion de la necropsia en sl, aplicando la técnica mas adecuada a
cada caso en particular, para lo cual se puade remitir a la siguiente literatura:

» Handbook of Pediatnc Autopsy Pathology, Enid Gilbert Barmmess, Diane E Debich-
Spicer,

» Post morien Technique Handbook Segunda Edicion, Michael T. Sheaff, Deborah J.
Hopsler Editonal Springer

REACTIVOS:
a. Formol
b. Reactivos para el procesamiento de tejidos con |a técnica de Hematoxilina y Eosina

EQUIPOS
Mesa de necropsia.
Camara fotografica y equipo Tijo de fotografia
Microscopio Optico.
Equipo para procesamiento écnico, que consta de
Frocesadeor autormnatice de Tejidos
Estacion de Inclusion en Parafina
Camara ge frio
Micrétomo
Flotador de tejidos
Refrigeradora
Eswia
MATERIALES
a. |nstrumental de necropsias (equipo de diseccion). El instrumental especial y exclusivo para
necropsias neonatates y perinatales es el de cirugla offalmaolégica.
b. Hojas de Bisturi
c. Balanza
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Regla

Centimetro

Tabls de diseccion

Formato da necropsia (Anexo 7)
Formato de estudiwo fetal (Anexo 8)
Lapiz de carbon

Caseles

Recipiente para almacan de drganos
Reclplente para los casetes
Algodon, gasa absorbente

Blogue para soporar la cabeza.
Libro ge Registro oe Necropsias
Lapicero

Libro da registro de Necropsias

VESTIMENTA

a)
b)
€)
d)
€}
f
a)

Gorro para proteger la cabeza
Visor o protector ocular,
Mascara facial o barbijo.
Bolas descartables.

Traia de cirugia (chaqueta de manga corta y pantalones),
Mandilon impermeable para la proteccion de brazos, pecho y piernas

Dos pares de guantes: un par inlerno de neopreno resistente a los cortes y olro par

externo de latex.

PROCEDIMIENTO:

11, Autorizacion de necropsia v Saollcitud

12. Identificacion y Registro
13 Procedimenio necropsico

14

Emisidn de Cerificado de Defuncion

15 Diagnéslico macroscopico:

16.
17.

Procesamiento macroscdpico
Procesamiento t&cnico

18, Diagnostico final
18. Tipeado
20. Archivo y estadistica

1 -AUTORIZACION.
Responsable. Los padres o apoderados, dentificados con su DNI, firmaran la sutorizacion de

necropsia indicando el nombre completo de su hijo y sl ésta sers total o parcial

2.~ |[DENTIFICACION ¥ REGISTRO
Responsable’ Técnico

b.
c.

3- PROCEDIMIENTO NECROPSICO MACROSCOPICQ

Se Ioentificara e caddver con la Boleta de Fallecimiento, y, si fuera neonato ademas con el

Brazalete de Identificacidn de! recién nacido
Se irosiadars a la sale do necropsias,

Se anolara en el Libro de Necropsias asignandole el nimers corralalivo, el mismo que sera

usada para cualguier documento, examen, muesiras, iamnas o bloques de parafina
Se preparara todo &l instrumental quirlirgico anies del inicia del procedimiento

Responsable: médico patbloge

Colabarador: Técnico de Iasboralorio o Tecnalogo Madico

#ﬂﬂk
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Tooa técmica de necropsia liene ias siguentes pasos

Examen extemo

Exposicein de Hrganos inlamos:

Evaluacion de drganos intornos in situ

Ewviscaracion,

Disaccién de cada Argana

Muesireo pars estudios especiales y para interpretaciéon microscopica

Clerre del caddver y serd llevade por el personal lécnico encargado, de regresc al
mortyorio, para su postarion entraga a las famillares

Tedas las obzervacionos deben anclirse en e Prolocoln de Necropsia y los hallszgos
relevanies deben documentarse por folografias y radiografias

Las folografias tenen un significado invalorable para la documentacion de los hallazgos
imporantes, no solo para e diagnéstico sno tamben para postenones revisiones Y
docancia, en particular los hallazgos no reproducihbles come son las lesiones In siu,
anomalias exlernas, dismorfias, posicidn de tubos y vias, coleccion de fludos y lesiones en
Is base del craneo son las mandalarias a fotografiar

Las radiografias son de valor en circunslancias como documentacion de neumotorax,
locahizacion de lubos v vias, centros de osificacion  cuando se sospecha de una anomalia
da crecimiento y en anomalkias congénitas esqueliticas Se dabe reslizar en toda necropsia
perinatal un BABYGRAMA

Todos os dalos debe guedar consignades en el Prolocolo de Necropsia

Se procedera segdn protocolo impreso dande & anotara todos los hallazgos de esle estudio, asi

o

'.-";:I"ﬂ.

a. Sedentificars el cadaver con sus apellidos y nombires, edad y sexa gue mfiere la boleta de
faflecimiento o Brazaléte de denlificacidn del recién nacido

Se pesara y medird talla. perimetros cefllico, oracico y abdominal

5i se tratara de un nifio con malformaciones externas o Internas o alleracionea oseas, se
golicitara se redlice un BABYGRAMA. para lo cusl se procaders a llevar al nifie al Servicia
de Radiologia previo tramite con Asistencia social sl no pudiers facturarse

Se reslizard la descripclon topografica del cuerpo. Descripcion externa, anctando sefales
de venopuncin, cicatrices o suturas quirirgicas previas

Se reafizard el corle de 1a piel en ta parte antericr del cuerpo en *Y" o en *T",

En fetos v neonaios se recomianda realizar una inclsitn horizontal subumbilical y la sutufa
debera cubnrse con un pafial, a fin que |as madres no se impresionen can @l corte de todo
el cuerpo

Se Invesligaran las cavidades lordcies:, abdaminal, pericésdicas, craneal Descripoidn
Interna

Se eviscerard en blogue o por aparaios o sistemas segun los antecedentes chinicos

Se estudiard cads 6rgano ¢ sislema segln Senicas convencionaiesy

Se realizara 18 glseccion de cada drgano indicando su peso, meddas, relamones, color,
cansistencin, superficis de cone

Las mallormacionas congéniias so describiran segln las clasificaciones lenacionales

En caso de Cardiopatizs se realizard la identificacion de las estructura normales in situ Si
s@ identificara anormalidades, se conservaran & relacion con los pulmones

Se reallzardn cultivos para busqueda de gérmenes

Se realizaran los cories macrnscédpicos respectivos, segln descrilo anleviorments (pag 5)
Se documentanin los hallazgns con tas fotogralias respectivas

4 - EMISION DEL CERTIFICADO DE DEFUNCION

Responsable médco patdlogo

Materiales

Cerfificado de Dafuncibn (formato)

5e& procederd al lenads de este documentn, segun &l lormalo sxistente] Anexa N* )
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5 - DIAGNOSTICO MACROSCOPICO

Responsable: medco patdiogo

Se reslzard Inmedistamente concluida |8 necropsia y se anctara ios diagnduticos macroscopcos
an el protocole de pecropsias, se digitard este diagnéstico y se enlregard una copla al tericn
comespondienis. olra s colochrd an I8 histodna clinics del pacienla y 13 fsrcem s8 archivads junlo
con el protocolo

6 - PROCESAMIENTD MACROSCOPICO
Responseatie: médico patélogn

»  Se reallzard inmediatamente conciuida y entregeda &l certificado de defuncion

= Para &l ostudio de drganos y lejidos e reafizardn cones de un grosot maximo de 0 Jom.

» Cada casote ssrd sliquetado con &l pdmero de necmopsia y nomere de ossets
carespondents, b cual facilitard la posterior comprobacicn de la correspondencia dal corte
con &! nimaro v el conten iotal de casetes emplesdos

« El lepdo debe ser colocado en los casetés aun esthndo fresco y fijado inmediataments,
durante 24 horas como minimo, para mejorar la calidad dei examen hisloldgino

« En cuanio 3 los estudios igles cabe recordar que pera el cullhvo de gérmenss
aerébicos y anasrdbicas se obllenen muestras de corazon, sangre, bazo, pulman o higado

+ Se pusde realizar asprado de contenide gisinca lquido céfaln ragquides hisopado de
canal auditivo

+  Para descartar infeccidn por cltomegatovires, herpes virus; inxnplasmn o rubsola s« pusden
omar muesires de sangre enlre las 12 y 24 horas de muane

*  En ¢ caso del carebro, ésie debe fijarss en lormaldehido duranie una semana anfes de su
procesamiento,

« Cufivos para esiudios cilogengbcos, inclusive en fetos macevados puede crecse el izjion
slempre y cusndo el cuerpo se haya manienido refrigamdo después de ks muente.

T PROCESAMIENTT TECNICO
Responsable: Tecndlogo médicn
Tiempo de Ejecucion: sa realizard uego de comprobar la buena fijacdn de los tepdos
* [l procesamiento lécnico ¥ la coloracitn son lof convencionales pare los especimenas
quirdrgions. Se procederd 8 procesar lns (ejidos en &l procesador de |ejfidos. s incluird en
parafing, se coriMa en Seccionss de 4 micras de grosor, lincién  con hematoxiing-eocsina y

momaje de lammas
= Be podré reallzar estudios especiaies como |8 |nmunahistoguimica u alros,

£ - DIAGNOSTICO FINAL
Responsable: médico patdiogn
Tiempo de Ejecucion. se reaiizara en ol lapso dei mes siguente. juego de haberse agotade mdos
ios estudos especiales pertnantes
9. TIPEADO
. SecTeiania o dipiador
Tiempo de Ejecucin’ Inmadisiamanie quz 2l médicn envegue el prolocaln debidamante lenads

10.- ARCHIVO ¥ ESTAIISTIC A

Rasponsable: Secretaris
Tiempo de Ejecucion. se realizara mansualmanta |5 casulgtics por produccion y samestraimenta

por .
Se realizard la preseniackn dal caso pl final de cada mes

0
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