MANUAL

DE BUENAS PRACTICAS

| PRIULE

EMILIO ASSIS
editor

Sociedade
[drasileira de
PATOLOGIA



MANUAL

DE BUENAS PRACTICAS
EN PATOLOGIA






MANUAL

DE BUENAS PRACTICAS
EN PATOLOGIA

EEEEEE
IIIIIIIIIII







DIRECCION

2020-2022 — Consolidacion del camino de la nueva Patologia

Presidente

Vicepresidente p/ Asuntos Académicos
Vicepresidente p/ Asuntos Profesionales

Secretaria General
Subsecretario
Tesorero

Katia Ramos Moreira Leite
Isabela Werneck da Cunha
Emilio Augusto C. P. de Assis
Marina De Brot

Romulo Loss Mattedi

Carlos Augusto Moreira Silva

Coordinadores de los Departamentos

Comunicacion
Social
Especialidades
Cientificas
Ensefianza
Informéatica

Defensa Profesional
Control de Calidad
Relaciones
Internacionales

Gerusa Biagione Tiburzio
Igor Campos da Silva
Maria Dirlei F.S. Begnami
Felipe D’Almeida Costa
Fabio Daniel Molinari
Thiago Barreto Frederigue
Larissa Cardoso Marinho

Fabio Rocha Fernandes Tavora

2020-2022 — Transparencia

Consejo Fiscal

Consejo Fiscal: Suplente

Consejo Consultivo

Daniel Cury Ogata
Valquiria de Araujo
Verbnica Resende
Lima

Raquel Silva Araujo

Clovis Klock
Fernando Augusto Soares
Renato Lima de Moraes Jr.






Asesorias Especiales:

AMB
CFM

Comunicacién Social
Medios Sociales
Graduacion

Ligas Académicas

SUS

PICQ

Coordinador Acreditacion
CNRM

Posgraduacion

ANS

S.V.0O.

Relaciones Internacionales
Representantes de los
residentes

Denis Itiro Kobayashi
Clovis Klock

Aline Caldart Tregnago
Raimundo Gerénimo da Silva Jr.
Monique Freire Santana

Juliana Arbxa Pereira Barbosa
Clovis Klock

Mauricio Barcelos Costa
Renato Lima de Moraes Jr.
Fernando Augusto Soares
Anténio Hugo José F. M. Campos
Ellen Caroline T. do Nascimento
Rosemary Nascimento

Regina de Paula Xavier Gomes
Luciana Schultz Amorim

Glicia Campanharo Malheiros

Surgical and Experimental Pathology

Editor Encargado

Comisién del Titulo de
Especialista

Comision PACQ

Larissa Cardoso Marinho
Renato Lima de Moraes Jr
Alex Moisés Pimenta

Celina Santaella Rosa

Emilio Augusto C. P. de

Assis Beatriz Hornburg
Carlos Augusto Moreira Silva
Denis Itiro Kobayashi

Fernando Augusto Soares

Aloisio Souza Felipe da Silva
Angela Cristina Gouvéa Carvalho
Daniel Cury Ogata

Felipe D’Almeida Costa

Giuliano Stefanello Bublitz
Mariana Petaccia de Macédo
Nathalie Henriques Silva Canedo

Comision PICQ

Mauricio Barcelos Costa

Daniel Cury Ogata

Giuliano Stefanello Bublitz
Jefferson Crespigio

Karla Patricia Casemiro

Luiz Guilherme C. A. de Lima
Raimundo Geronimo da Silva Jr.
Siderley Araujo






Agradecimiento a los patrocinadores

Astrazeneca do Brasil Ltda.

Bristol Myers Squibb Farmacéutica S/A

AstraZeneca U Bristol Myers Squibb®



Dedicatoria

Dedicamos esta publicacidon a nuestros pacientes; les
agradecemos por confiar en nosotros y honraremos esta
confianza haciendo nuestro mejor esfuerzo.



Autores

Emilio Assis - Editor
Profesor de la Facultad de Ciencias Médicas y de la Salud de Juiz de Fora,
MG, Brasil.

Isabela Werneck da Cunha
Coordinadora Médica de Patologia de la Red D’'OR-Sé&o Luiz, SP.

Clovis Klock
Director Médico del Grupo Infolaudo - Medicina Diagndstica - RSy SC

Fernando Augusto Soares
Director Médico de Anatomia Patolégica - Red D’Or Sao Luiz y Profesor
Titular de Patologia General FOUSP

Katia Ramos Moreira Leite

Profesora de la Disciplina de Urologia en el Departamento de Cirugia, Facultad
de Medicina, Universidad de Sao Paulo (FMUSP). Patéloga Responsable del
Laboratorio de Investigacion Médica de la Disciplina de Urologia de la FMUSP.

Mariana Petaccia de Macedo
Pato6loga en el Laboratorio de Patologia del Hospital Sirio Libanés

Renato Lima de Moraes Jr.

Médico patologo

Miembro del consejo consultivo de SBP Miembro de la Comision de la
Acreditacién de PACQ



Prefacio version portuguesa

La difusion de las buenas practicas en Anatomia patoldgica y
Citopatologia siempre ha sido una caracteristica constante de
la Sociedad Brasilefia de Patologia a través de sus informes y
de su participacion en la redaccion de normas y resoluciones
junto a los distintos érganos federales, agencias y autarquias.

Junto al PICQ (programa de proficiencia), PACQ (programa de
acreditacion de laboratorios) y sus publicaciones como el
Manual de Informes y el Manual de Instrucciones para CHPM,
luego de un arduo trabajo, se publica este Manual de Buenas
Practicas en Patologia.

Varios colegas participaron en este Manual, quienes dedicaron
horas de su tiempo para que se realizara. Se han consultado
muchos documentos y su bibliografia es extensa. Entre ellos,
se trabajé mucho en conjunto con el Centro de Vigilancia en
Salud del Estado de Sao Paulo para desarrollar un manual para
los Laboratorios de Patologia que esta pendiente de
publicacién. Una excelente publicacion realiz6 el Dr. Jorge
Michalany. Su libro Técnica Histolégica em Anatomia
Patoldgica (1980), ya muestra una gran preocupacion por el
area preanalitica.

Esta publicacion de la Sociedad Brasilefia de Patologia, con el
apoyo de Astrazeneca do Brasil y Bristol Myers Squibb
Farmacéutica, viene a llenar un gran vacio en la orientacion de
los médicos en general y en particular de los patélogos y de
todos los colaboradores que trabajan en patologia, sobre las
buenas practicas tanto en el area preanalitica, en donde es
fundamental la relaciébn con los colegas médicos de otras
especialidades, como en las areas analiticas y posanaliticas, en
las que se procesan las muestras y se emite el informe del
procedimiento diagnéstico que orienta a los médicos
solicitantes acerca de la mejor conducta para el paciente.



Uno de los principales puntos de discusion es el
almacenamiento de muestras procesadas (blogues y laminas)
y la eliminacion de residuos, lo que se destaca en este manual.

La preocupacion por el paciente es el foco de la Patologia, el
Manual de Buenas Practicas fue disefiado teniendo en cuenta
la seguridad del patélogo y, en especial, la del paciente en
todos los procesos, para que tenga un diagnéstico seguro,
correcto y en el momento adecuado brindandole el mejor
enfoque terapéutico.

Ademés de todos los compaferos patélogos que participaron
en la redaccion de este Manual, es valido agradecer a todos los
colaboradores de la Sociedad Brasilefia de Patologia, quienes
con su trabajo apoyan todos los logros de la direccion.

La Sociedad Brasilefia de Patologia cumple con este Manual
otro de sus propdésitos estatutarios al ofrecer a los médicos y
otros profesionales de la salud una excelente herramienta para
incrementar la calidad en los laboratorios de patologia, ademas
de crear una cultura de buenas practicas en la ejecucion de los
procedimientos de diagndsticos.

Renato Lima Moraes Jr.



Prefacio version en espafol

En Patologia, el reporte de las biopsias y citologias es un reflejo
de la competencia del patélogo, basado en la precision y
precision involucrada. La parte clinica es importante, sin
embargo, la base del conocimiento en nuestra especialidad es
predominantemente observacional. Pero, nos estamos
moviendo de un marco de diagndstico fenotipico-clinicoa hacia
una dimensién fenotipica-molecular-clinica.

Es por estas razones que el esfuerzo hecho por la Sociedad
Brasilefia de Patologia para hacer este manual es muy
importante, porque define como hacer el abordaje correcto de
las muestras de Patologia, desde que se toma hasta que se
diagnostica. Este manual nos permite definir adecuadamente
todas las etapas del manejo de muestra y define en forma
correcta la manera moderna de trabajar en un Laboratorio de
Patologia.

Se enfatiza en los elementos de calidad, que incluyen
seguridad, efectividad, eficiencia, oportunidad, equidad y el
enfoque centrado en el paciente. Esto permite que se tenga
una estandarizacion del aborde de la Patologia en
Latinoamérica y nos permita compararnos entre si.
Especialmente con los esfuerzos que se estan haciendo para
incorporar las pruebas moleculares como elementos en el
diagndstico de la Patologia Quirdrgica. La calidad y cuidado de
las muestras de Patologia son esenciales para la parte
molecular, lo cual se enfatiza en este manual.

Estas guias van a ser de gran provecho para el ejercicio de la
Patologia en Latinoamérica y es un gran honor por su calidad
y contenido profesional, la presentar este documento.

Dr. Fernando Brenes Pino, MSc
Presidente
Sociedad Latinoamericana de Patologia









Glosario

¢ MUESTRA: Material recolectado del paciente con el
propdsito de realizar un analisis para la emisién de un
informe.

e BIOPSIA: Muestra de una parte de un érgano o lesion con
el propésito de realizar un diagnostico y definir una
conducta.

e BLOQUE DE PARAFINA: Bloque de parafina que contiene
una muestra biolégica después del procesamiento
histolégico.

e CITOLOGIA: Muestra de un 6rgano o lesion para realizar un
mejor analisis morfologico.
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e CLIVAJE: Acto de seleccion y corte de muestras
macroscopicas que seran enviadas para el procesamiento
histolégico.

e TINCION DE RUTINA: Es el tinte utilizado para realizar un
mejor analisis del material de rutina. En muestras
histologicas (biopsias y piezas quirtrgicas) se utiliza la
tincibn con Hematoxilina y Eosina (H.E.); en Citologia,
Papanicolaou.

e TINCION ESPECIAL: Son tinciones histoquimicas, tintes
diferentes al utilizado en la tincion de rutina que interactian
con la muestra revelando sus componentes
ultraestructurales de manera que complementan el analisis
morfologico habitual.

e DIAGNOSTICO CRITICO: estas son situaciones en las que
no se puede esperar a que el médico tratante reciba el
informe; el patélogo debe comunicarse de inmediato.

e FORMALINA: Es formol al 37 % diluido en una proporcién
de 9:1 para interactuar mejor sin dafar demasiado la
muestra bioldgica del paciente. Debe estar tamponada para
conservar mejor la muestra.

¢ FORMOL: Es un aldehido (formaldehido) que se puede

utilizar de diferentes formas; en patologia se utiliza como
fijador universal. Se puede encontrar en varias




concentraciones comerciales, normalmente a 37 % (se
considera formol concentrado).

INMUNOHISTOQUIMICA: Procedimiento de diagnostico
complementario al analisis morfolégico de rutina que revela
la expresion (o ausencia) de ciertos antigenos en el 6rgano
o tumor, determinando o contraindicando un tratamiento
especifico.

INCLUSION: Acto de incluir la muestra bioldgica después
del procesamiento histolégico en parafina.

MACROSCOPIA: Acto de realizar un andlisis macroscopico
de muestras que percibe e informa las caracteristicas
iniciales de la muestra y selecciona lo que debe procesarse
para el analisis microscopico.

MICROSCOPIA: Andlisis microscopico de la muestra.

PARAFINA: Derivado del petrdleo que tiene dureza y
maleabilidad a temperaturas relativamente bajas, lo que
permite su manipulacion y la conservacion de la muestra
biolégica. La parafina debe ser lo mas pura posible. Si su
produccién contiene impurezas, su uso se ve perjudicado y
en ocasiones es necesario utlizar espesantes para
compensarlo; en estas situaciones, se prohibe el uso de
espesantes biolégicos (como cera de abejas), ya que estos
contienen ADN exdgeno que influye en los procedimientos
de patologia molecular.

PATOLOGIA MOLECULAR: Procedimiento de diagndstico
complementario al analisis morfolégico de rutina que revela
la presencia (o ausencia) de cambios en las moléculas de
ADN y/o ARN en la sangre o tejido, lo que indica o
contraindica una conducta médica especifica.

PIEZA QUIRURGICA: Muestra de parte de un 6rgano, o de
todo un organo, extirpado en su totalidad, que permite el
analisis de la lesién que contiene y su relacion con sus
limites.

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO: Serie de bafios de
inmersién en sustancias deshidratantes (habitualmente se
usa etanol) y diafanizantes (habitualmente se usa xilol), que

permiten que la parafina penetre en la muestra y que la tincién
interactie de manera adecuada.
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LISTA DE VERIFICACION RESUMIDA DE BUENAS
PRACTICAS

v. ENTORNO LABORAL
v IDENTIFICACION DEL MATERIAL

v GUIAR A MEDICOS Y ENFERMERAS EN LA
RECOLECCION, PRECLIVAJE Y FIJACION

v CALIDAD DE LAS LAMINAS PORTAOBJETOS Y CUBREOBJETO
v CALIDAD DEL CORTE Y DE LA TINCION
v CALIDAD DE LOS INSUMOS

v CANTIDAD DE PROFESIONALES ADECUADA PARA
LA CARGA DEL SERVICIO

v. TEMPERATURA DE LA PARAFINA
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v TIEMPO DE LIBERACION DEL INFORME
v TIEMPO DE PROCESAMIENTO

v USO DE FORMOL TAMPONADO

v VIGILAR EL TIEMPO DE FIJACION

v CONTENIDO DEL INFORME (PROTOCOLOS Y
MANUALES ADECUADOS PARA CADA
DIAGNOSTICO)

v CLARIDAD DEL INFORME




1. SECTORES DEL LABORATORIO

1.1 - AREA FiSICA

Un informe de patologia es el resultado de la interaccion de los
distintos sectores del laboratorio actuando en conjunto. Esa
actuacion debe ser:

1- Sinérgica;
2-Complementaria;
3-Segura;

4- Estandarizada;

s5- Verificada.

Cada conjunto de acciones es realizado por un sector. Para que
estos sectores puedan desenvolverse adecuadamente, se
debe contar primero con un area fisica adecuada que permita
realizar las tareas de manera satisfactoria y una orientacion
administrativa consciente y comprometida con la accion
realizada.

Existe un desacuerdo sobre el area fisica minima para un
laboratorio. Sin embargo, en nuestra opinion, para un
laboratorio que procesa hasta 50.000 procedimientos de
diagnéstico al afio, su superficie se estima en unos 100 m?. Esta
superficie total debe ser redistribuida en funcién del tipo de
actividad que se desarrollara en cada sector, tales como:

Recepcion del material 6 me
Area técnica (incluye macroscopia) 30 m:
Area médica 20 m:
Administracion 9 m:
Secretaria/expedicion 9 m:
Archivo 9 m:
Almacén 9m:
Bafios (para ambos sexos) 8 m:

Total 100 m:
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Es importante sefialar que esta estimacion de superficie no es
una regla, debe adaptarse a cada realidad segun el volumen de
trabajo, la composicion del personal y el disefio arquitecténico.

Como regla general, se debe tener las siguientes
preocupaciones ambientales:

« Suficiente iluminacion;

o Higienizacion;

« Ventilacién/renovacién del aire;
e Seguridad.

Al planificar la instalacion del laboratorio, es fundamental
considerar los siguientes aspectos:

« Area disponible;

« Distribucion de las areas en relacién con los demas sectores;
o Capacidad operativa,

e Recursos humanos por nivel profesional y administrativo;

e Recursos materiales;

« Mantenimiento y conservacion.

Ademas de estos aspectos, se deben considerar las siguientes
caracteristicas especificas:

« Ubicacion de acuerdo con el diagrama de flujo del laboratorio;
« El area fisica debe estar correlacionada con el nimero

de profesionales que trabajaran en el sector;
e Respecto a las condiciones del entorno:

o El laboratorio debe ser agradable, comodo y debe
estar preferiblemente alejado de lugares ruidosos;

o Debe tener buena ventilacién e iluminacioén difusa de
intensidad moderada;

o En cuanto al mobiliario (mesa, encimera, silla,
bancos, macizos y nivelados), el revestimiento de la
mesa o de la encimera debe ser lavable, gris



o verde (con el objetivo de reducir la fatiga visual).
Debe haber suficiente espacio para que el usuario
pueda disponer facilmente el material de soporte
necesario.

Todo el equipo debe tener conocimientos basicos de como
afrontar situaciones de emergencia en el laboratorio, asi como
estar familiarizado con el manejo y la ubicacion de los equipos,
como extintores de fuego, sistemas de alarma y alertas por la
concentracion de quimicos permitida en el aire y sintomas que
indiquen intoxicacion y/o envenenamiento.

El laboratorio se compone de los siguientes sectores:

a) Recepcion de muestras

En este sector, las muestras deben estar identificadas y
acompafadas de las correspondientes solicitudes debidamente
completadas (identificacion completa del paciente, procedencia
del material, datos clinicos y tipo de examen solicitado).

b) Macroscopia

En este sector, las biopsias y piezas quirdrgicas son
nuevamente identificadas, descritas y clivadas y posteriormente
se envian al sector de procesamiento técnico, luego de una
adecuada fijacién en solucién de formalina tamponada.

¢) Procesamiento técnico

En este sector, el ayudante o técnico de laboratorio verificara,
antes de realizar el procesamiento necesario de las muestras,
gue cada muestra se corresponda con la respectiva solicitud.
Luego, realizara el procesamiento técnico y remitira las laminas
y las solicitudes para el sector de diagnostico microscopico.
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d) Microscopia

En este sector, se procede a la visualizacion de las laminas y a
su analisis dentro del contexto médico para la emision del
informe.

e) Archivos

Para este sector, se recomienda que las laminas de citologia
gue arrojen un resultado positivo, asi como las de
histopatologia, independientemente del diagnéstico, se
archiven durante al menos 5 (cinco) afios; para las laminas de
citologia negativas, es suficiente con que se archive solo la
ultima; los bloques de parafina se archivan durante al menos 10
(diez) afios. Las solicitudes y los resultados de los examenes
histopatologicos deben archivarse de acuerdo con las técnicas
recomendadas para el archivo de informes.

f) Secretaria

En este sector se registran los datos de los resultados de los
examenes (si no han sido registrados directamente por el
patélogo) y se expiden los diagndsticos, asi como se hace el
registro del laboratorio.

Recursos humanos:
a) Composicion del personal
o Por nivel profesional:
o Auxiliar técnico;
o Técnico de histologia;
o Citotécnico (técnico de citologia)*;

o Citopatologo; Patélogo.*

*Se recomienda que por cada tres citotécnicos haya un citopatélogo; sin
embargo, esta relacion 1:3 entre el citopatologo y el citotécnico puede sufrir
cambios a medida que el personal técnico esté mas



capacitado. Por lo tanto, en aquellos laboratorios que cuentan con
profesionales con mas experiencia en su plantilla, se espera que mejoren
tanto la productividad como la calidad.

« Por nivel administrativo:
e Responsable del laboratorio (gerente);

e Auxiliar administrativo. Le corresponde al auxiliar
técnico, al técnico y al citotécnico:

« Verificar que cada muestra coincida con la respectiva
solicitud;

« Verificar la calidad del material que se procesarg;

e Procesar muestras citologicas e histologicas;

e Enviar las [aminas al sector de diagndstico microscépico;
e Preparar las soluciones y reactivos;

o Realizar otras tareas relacionadas.
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Le corresponde exclusivamente al citotécnico:

o Leertodas las preparaciones citopatologicas y enviar los
casos positivos, los casos que tengan alteraciones en el
examen fisico o colposcopia 0 que generen dudas al
citopatélogo con los campos debidamente marcados;

e Solicitar, cuando sea necesario, la orientacion del
citopat6logo;

« Participar activamente en la rutina del laboratorio en los
sectores de recepcion, procesamiento técnico, archivo y
documentacion.

El citotécnico también debe estar capacitado para la lectura de
muestras segun su horario laboral:

Trabajo diario Volumen de trabajo
8 horas 100 laminas
6 horas 80 laminas

4 horas 60 laminas
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El citopatdlogo es el responsable del diagnostico de todos los
casos, sin embargo, la lectura inicial de las muestras la realiza
el citotécnico.

Le corresponde al citopatdlogo (como responsable de los
diagndsticos citopatoldgicos):

Verificar, al menos, el 10 % de los casos negativos y si
los diagnésticos son correctos;

Diagnosticar los casos de citologia positiva previamente
evaluados por los citotécnicos;

Aclarar dudas de los citotécnicos;

Separar los casos de interés cientifico para su estudio
con el equipo del laboratorio;

Supervisar el trabajo de los técnicos y auxiliares.

Le corresponde al patdlogo (como responsable de los
diagndsticos histopatoldgicos):

Realizar y supervisar la descripcion macroscépica y el
clivaje de biopsias y piezas quirlrgicas y preparar los
informes microscépicos;

Realizar la correlacion citohistopatolégica de las
lesiones cervicouterinas y de otras localizaciones;
Separar los casos de interés cientifico para su estudio
con el equipo del laboratorio;

Supervisar el trabajo de los técnicos y auxiliares.



CAPITULO |
ETAPA
PREANALITICA
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FIJACION

Es un requisito previo la fijacion de los frotis, biopsias o piezas
quirdrgicas con el objetivo de preservar la estructura celular y
preservar los detalles, con un minimo de distorsiones y
artefactos.

Las soluciones que se utilizan para este fin se denominan
“fijadores” y su eleccion depende del material que sera
examinado, de lo que se pretende estudiar y de la técnica de
tincion que se utilizara.

a) Para los examenes citoldgicos:
e Alcohol absoluto o alcohol al 95 %;

« Solucion fijadora liquida a base de polietilenglicol y
alcohol al 95 %, en forma liquida, para uso en “gotas” o

spray.

Se recomienda que:

« La fijacion se realice de forma rapida y adecuada, para
evitar el secado con distorsion celular y la pérdida de
afinidad del tinte. El tiempo de fijacion varia, en
promedio, de 10 a 60 minutos. Sin embargo, la muestra
puede permanecer en la solucién fijadora durante unos
dias sin sufrir dafios;

« Losfijadores deben filtrarse y renovarse peridodicamente;
e Use, de preferencia, etanol,

e Los frotis deben estar completamente sumergidos en el
recipiente que contiene las soluciones fijadoras.

Cuando los frotis presentan una fijacion defectuosa, por
ejemplo, se secan, la correccion debe realizarse siguiendo las
siguientes pautas:

« Coloque la lamina en un recipiente que contenga
glicerina y agua destilada durante 3 minutos; luego
bafnela en alcohol al 95 % y en agua durante 15 minutos
y, finalmente,



fijelo en alcohol al 95 % durante 10 minutos. Envielo
para la tincion.

b) Para los exdmenes histologicos:

La solucién fijadora de rutina para la histopatologia, biopsia y
pieza quirdrgica es formalina tamponada (formol tamponado al
10 %). La muestra debe sumergirse inmediatamente después
de su extraccidn en un recipiente que contenga el agente
fijador. El tiempo medio ideal de fijacion es de 6 a 48 horas, lo
gue varia segun el indice de fijacion. En general, se recomienda
gue las muestras de 1 mm de espesor permanezcan en el
fijador durante 8 horas.

La fijacion tiene como objetivo:

1. La preservacion de la morfologia del tejido;
2. La preservacion de los antigenos del tejido.

Para que esto suceda, el mejor fijador es la formalina
(formaldehido al 37 % diluido en una proporcion de 9:1).

El formaldehido con el tiempo se oxida y se convierte en acido
formico, el que corroe los antigenos de los tejidos, de ahi la
necesidad de tamponar el formol, el que conserva el pH entre
7-7,3 y no dana el tejido.

El tiempo de fijacion también influye en el resultado. Para que
los antigenos se conserven, la fijacion debe ser de al menos 6
horas y como maximo de 72 horas; menos de ese tiempo no lo
fijarA adecuadamente y mas que ese tiempo alterara los
resultados de la tincién histoquimica, inmunohistoquimica y
posibles estudios genéticos o moleculares.
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Tiempo de fijacion Estado Lo que hacer

Si es posible,
espere; si es
urgente, procese

Fijado, pero no
esta
optimo

De 6 a 12 horas

48 2 60 horas Fijado, ) _ Prqcesar
pero no esta inmediatamente
optimo
60 a 72 horas Fuad?,’pe_ro no _ Prqcesar
esta optimo inmediatamente

Entonces es facil ver el impacto que tiene la recoleccion
correcta y que la fijacidbn sea adecuada. La etapa preanalitica
(como todas las etapas) puede definir e influir en el resultado
con impacto y cambiar el diagnostico, el prondstico y el
tratamiento del paciente. Por ello, se recomienda que el
laboratorio se ponga en contacto con las unidades clinico-
quirurgicas con las que suele tener relacion e informe la forma
correcta de almacenaje con el fin de evitar artefactos
preanaliticos que, en ocasiones, puede no ser posible
corregirlos o minimizarlos.

a) Recepcion

Se reciben muestras, fragmentos y piezas quirurgicas fijadas
en formalina tamponada y acompafadas de la “Solicitud de
examen”, debidamente completada en los campos:

« Nombre del(la) paciente*;

o Edad/Fecha de nacimiento:
e Sexo (M/F)%;



e Nombre de la madre, cuando sea posible;

« Documento de identificacion/Numero de historia clinica;
o Material que se examinara*;

e Tipo de examen solicitado (AP, CP, IHQ, IF, PM)*;

o Hipdtesis de diagnéstico clinico, cuando sea relevante*;
o Datos de examenes complementarios;

e Fechay hora de la recolecciéon, nombre del médico
solicitante y su namero de matricula en el Consejo de
Medicina (CRM)*;

« NuUmero de frascos.

Registros de las muestras:

Las muestras deben estar registradas. Se sugiere que este
registro indique qué procedimiento de diagndstico se realizara.
(Coloque las letras B 0 PQ antes del nUmero de registro [biopsia
0 pieza quirargical. B-142/85; PQ-148/85, por ejemplo). El
registro solo debe realizarse después de verificar el estado del
material que se examinara.

b) Macroscopia
Descripcion/seleccion  de las
muestras:

Debe realizarse en un ambiente adecuado y con material de
soporte especifico: guantes, pinzas, tijeras, bisturi, regla,
recipientes con soluciones de fijacién, lapices, etc. Esta es una
tarea médica, pero eventualmente puede ser realizada por un
técnico debidamente capacitado, sin embargo, el patélogo es el
responsable.

El material se describe en relacion a su tamafio, peso, espesor,
dimension, consistencia, tincibn y  caracteristicas
macroscopicas relevantes. El manejo del material debe ser
firme, pero realizado con delicadeza.
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Envasado de fragmentos:

Una vez completado el paso anterior, el material se envasa en
recipientes adecuados con orificios que permiten la entrada de
las soluciones y se sella con una tapa. Luego el material se
envia para su procesamiento histoldgico.

c) Procesamiento histologico

El procesamiento histolégico deshidrata y aclara la muestra. Su
tiempo puede variar segun el tamafio del material, tipo de
material, equipos e insumos utilizados. Es fundamental que
exista una estandarizacion en el laboratorio para asegurar que
las diferentes muestras lleguen todas con el mismo perfil para
el proceso de corte y tincion.

INCLUSION Y CORTE
INCLUSION

Después del procesamiento histolégico, el técnico recolecta las
muestras y luego las incluye en parafina para que se puedan
realizar cortes histologicos. La inclusion debe realizarse de
acuerdo con los protocolos de cada muestra y el propdsito del
diagnostico, de manera que permita al patélogo evaluar
microscopicamente las caracteristicas necesarias para el
informe.

Es importante tener en cuenta algunos puntos:

o Temperatura de la parafina.

o Se recomienda que esta se controle constantemente
y no supere los 68°.

e Purezay calidad de la parafina

o Las parafinas impuras pueden ser muy maleables o
muy duras, lo que dificulta su manipulacién sin
necesidad de utilizar agentes espesantes; si es
necesario utilizarlos, evite los que contengan ADN
exogeno (cera de abejas).



o |dentificacion de la muestra

o La inclusion debe hacerse con sumo cuidado y
atencion de tal manera que no haya cambios en las
identificaciones y que sea posible mantener la
rastreabilidad de la muestra.

o Cantidad de fragmentos por bloque.

o Se debe prestar atencion a la cantidad de
fragmentos por blogue para que sea posible recortar
la muestra de forma que se pueda analizar en su
totalidad, sin perder algun area.

o En biopsias con aguja (pulmén, préstata y mama, por
ejemplo), no se recomienda que haya mas de 3
fragmentos por bloque.

CORTES HISTOLOGICOS:

Los bloques se someten a cortes, lo que requiere el uso de
microtomo y un juego de cuchillas. El bloque se coloca sobre el
soporte y, para el corte, debe de haber un angulo de inclinacién
adecuado. El conjunto bloque/microtomo se somete al corte,
inicialmente para desbastar y nivelar su superficie, de manera
gue quede alineado y permita cortar una secuencia de bloques
en el mismo angulo, con el fin de ahorrar la muestra.

Después de nivelar los bloques, se realizan cortes histolégicos
con otro cuchillo. El espesor medio de cada corte es de unos 3
micrOmetros. Los cortes, una vez esparcidos, se "pescan” en
laminas previamente limpiadas e identificadas. Después de
esta etapa, los cortes se secan y luego se desparafinan.

El espesor del corte puede variar segun la tincion que se vaya
a hacer, el espesor de 3 um anterior se refiere a la tincion de
rutina (HE), pero para el Rojo Congo, por ejemplo, es necesario
gue sea mas grueso, alrededor de 10 um .
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TINCION DE RUTINA

Un laboratorio de patologia utiliza multiples métodos de
tincion, cada uno disefiado para una funcién. La
denominada tincioén de rutina es la méas utilizada. En los
procedimientos histologicos se utiliza la tincion basada en
hematoxilina y eosina y, en citologia, la tincion de
Papanicolaou.

Citopatologia

Las muestras se procesan segun la técnica de Papanicolaou:
« Alcohol etilico al 80 %;
e Alcohol etilico al 70 %: de 6 a 8 inmersiones en cada recipiente;
« Alcohol etilico al 50%;

e Agua destilada: de 20 a 30 segundos (hasta que el
agua fluya naturalmente de la lamina);

o Hematoxilina de Harris: de 1 a 3 minutos (tinte nuclear);

o Agua: eliminar el exceso de tinte;

e Solucion saturada de carbonato de litio;

e Solucion de HCI al 1 %: de 6 a 8 inmersiones en cada recipiente;
e Agua corriente: 6 minutos;

« Alcohol etilico al 50%;

« Alcohol etilico al 70 %: de 6 a 8 inmersiones en cada recipiente;
« Alcohol etilico al 80 %;

« Alcohol etilico al 95%;

e Orange G 6: 1 minuto y 30 segundos;

« Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;

« Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;

e EA-26;

« Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;

« Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;

« Alcohol etilico al 100%: 1 minuto;

e Xilol: 1 minuto;
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Xilol: 1 minuto;
Xilol: 1 minuto;
Montaje de las laminas

Otra opcidn es la técnica de Shorr “modificada”:

Alcohol etilico al 80 %;
Alcohol etilico al 70 %: de 6 a 8 inmersiones en cada recipie
Alcohol etilico al 50%;

Agua destilada: de 20 a 30 segundos (hasta que el
agua fluya naturalmente de la lamina);

Hematoxilina de Harris: de 6 a 10 minutos (tinte
nuclear);

Agua: eliminar el exceso de tinte;
Tinte "Shorr": 1 minuto;

Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;
Alcohol etilico al 95 %: 1 minuto;
Xilol: 1 minuto;

Xilol: 1 minuto;

Montaje de las preparaciones.

Histologia

La técnica de tincion de rutina es la de HE (Hematoxilina -
Eosina). La lamina que contiene el corte ya desparafinado e
identificado debe ser sometida al siguiente proceso:

Agua destilada: de 6 a 8 minutos; Hematoxilina: 10 minutos;
Agua: eliminacion del exceso de tinte;

Solucion de HCI al 1 %: de 6 a 8 inmersiones;

Agua corriente (control del tinte del ndcleo/microscopio);
Eosina: de 1 a 2 minutos;

Alcohol etilico al 95 %: de 6 a 8 inmersiones;

Xilol,

Xilol — Montaje.
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