.} 150 9001

'..': ! &) o ".' o
! ¥ ]'|1 d GixEE I
L (. & " F  REGISTERED FIRM

« . B Sl
SPITALUL ORASENESC BURUSI
Buhusi-605100, str, Vifoaga ar.3, jud. Baciu Nr. Auteriz. fanct.; 102701, 09. 2010 ; C.LF. 41873271
Certificat L.5.0. 9001:. Numar certificat S6326/A0001 7 UK/RO
Tel: 0234-262220 - eentrala; Tel/Fax: 0234-261560 — secrelariat;
e-mail: spﬂ?!buhusi@gmaﬂ.com ; wipw.spitaibahusi,ro

A Fal
NREd 1. AL V7 2015 e
Revizia ., '_,%;.i_ s

Laborator Anatomie Patologica st prosectura. Exempu@_;._

Ghiduri de practica pentru tipuri de germeni
microbieni

Principiul tehnicii histopatologice impune fransformarea unui prelevat dinir-un organ
sau fesut dintr-o masa tisulard cpacd intr-un preparat fin, translucid care permite
vizuslizarea microscopica a detfaliilor structurale tisulare. Pentru 2 realiza aceasta
prelevatul suferd transformari succesive:

1. Fixarea - previne alterarea si autoliza fesutului

2. prelucrarea histopatologica (deshidratare, clarfiicare st impregnare cu parafind}
3. Includerga in bloc de parafina

4. Sectionarea la micretom a prelevatului inclus in parafina

5. Etalarea sectiunilor pe lame (obtinerea preparatului histopatologic necolorat)

8. Colorarea lamelor

7. Montarea !amelor - permite protecfia si conservarea preparatuiui histopatologic
colorat

Produs final - preparatul histopatologic permanent care permite interpretarea corecta
in vederea stabilirii diagnosticului anatome-patologic.

Protocoalele de lucru histopatologie sunt orientative; pot fi folositi reactivi difert,
timpul de actiune §i concentratile mentionate Tn retete sunt crientative s se
adapteaz4 in functie de conditiile locale (temperaturd ambientala, duritatea st pH-ul
apel de robinet etc). Tehnica folositd este considerata corectd dacid se obiin
rezultateie preconizate prin coloratia respectiva. La refetele de colorafii recomandate
sunt admise variafii, in functie de structura care se doreste evidentiata;, de
asemenea, pot fi folosite atte coloratii speciale pentru evidenflerea aceleiasi structur
(de examplu coloratie pentru colagen Rogu Sirius, coloratie mixtd uzuaid §i pentru
colagen — Hematoxiling eozind safran, mucicamin pentru mucopolizaharide acide,
auramind pentru bacili acid alcoolorezistenti ¢i alteie asemenea) sau coloratil
speciale pentru substante care nu pot fi identificate prin procedeele recomandate {de




exemplu coloratie von Kossa pentru calciu, colorafie Scharlach, Sudan Ill, negru
Sudan sau rosu ulei O pentru lipide, coloratle cu rodaning pentru depozite de cupry si
aliele asemenea).

Pentru tehnriclle de imunchistochimie timpul de expunere la anticorpi primart i
secundari poate fi modificat in functie de dilutia anticorpului; de asemenea metodele
de pretratament pot fi modificate fafd de recomandarea producatorului {de exempiu
fierbere T tampon citrat Tn loc de tratament enzimatic pentru pancitokeratina AE1-
AE3) cu conditia oblineri de rezultate concordante cu structurile evidentiate pe lame
martar.

PROTOCOL DE LUCRU

prelucrarea pieselor anatomo-patologice (piese chirurgicale, biopsii,
fragmente tisulare recoltate la necropsii}

1. Verificarea documentelor de insotire a materialului bioptic; se va verifica daca pe
fisz de insotire sunt trecute corect numele si prenumele pacientului, varsta, numarul
foii de observatie. sectia care sclicita examenul histopatologic, diagnosticul clinic
prezumptiv, denumirea materialului bioptic trimis, data recoltarii, fixatorul utilizat,
semnatura si parafa medicului care solicita diagnosticul histopatologic, numele si
semnatura celui care a adus materialul bioptic/citoiogic

3. Verificarea materialului bioptic. Se va verifica daca materialul biopticicitologic este
in recipient. Se va verifica daca materialul bioptic este adus fixat {in farmol sau alta
substanta fixatoare} sau este proaspat. Se va verifica daca din punct de vedere
caltativ materialu! bioptic/sitologic nu este Gorespunzator (dimensiuni foarte mici
sifsayu cu arii intnse de necrozal.se va verifica concordanta ei documentelor de
insotire a materialului bioptic —~ recipient material bioptic

3. Inregistrare - acordarea de numaricaz, unui caz se poate acorda unui sau mai
multe numere: dacd unui caz | se acords un singur numér $i Tn cursul orientaril
macroscopice se recolteaza mai muite fragmenie, acestea vor fi etichelale individual
cu numere sau litere suplimentare (de exemplu numér caz 1000 din care se
prefeveazd 3 fragmente cu numarul 1000/1, 1000/2 gi 100073 sau 1000/A, 1000/B gi
1000/C); inregistrarea cazulyi se poate face inainte sau Tn cursul orientarii
macroscopice

4 Orientare macroscopicd / fasonare - descrierea pieselor, sectionarea lor i
recolfarea de fragmente pentru prelucrare histopatologicd in concordanta cu
particularitétile fiecarui caz; orientarea macroscopica se poate face fie pe picse
proaspete (nefixate), fie dupa o fixare prealabils de 24-72 are

5. Fixare - in formol 10% tamponat, minimum 24h; timpul de fixare poate fi redus in
functie de timpul de fixare prealabild (anterioard orientari tacroscopice) a

fragmentelor tisulare

6. Decaicifiers — dacé se recolteaza fragmente osoase sau calcificate



7. Prelucrare histopatologica pe baterie manualda sau  procesare automata
(histochineta, histoprocesor, autotehnicon); etapele prelucrarii histopatologice difera
in functie de tipu! de tesut prelucrat, reactivii preferafi §i de aparatura existentd; cel
mai frecvent se folosesc agenti de deshidratare (alcool etilic, eventua! acetond, alte
substanie asemenea), agenii de clarificare {alcoal izopropilic, alcoo! amilic, benzen,
icluen, xilen sau alte substanie asemenaa), impregnare cu parafind; pericada de
pracesare variaza Intre 17 ore (procesare automata) gi 5 Zile lucratoare (procesare
manuald)

&. Includere in parafing; dacé se formeaza blocuri de parafind, acestea vor fi fasonate
gi etichetate; dacd se include pe casete, casetele vor fi fasonate $i se va verifica
etichetarea acestora

9.Sectionares blecurilor de parafina a microtom.

10, Etalarea sectivnilor pe lame

11. Deparafinarea si rehidratarea famelor; se va efectua prin treceri prin bai
succesive de agent de deparafinare (benzen, ioluen, xilen sau alte substante
asemenea), alcool etilic gi apd de robinet, numarul bailor si timpul de expunere
variaza in functie de desfagurarea manuald sau autorata a procesului (minimum 25
de minute — automat, 1 ard — manual '

16. Colorare dupa refeta coloratiei respective

17.Deshidratare {eventual uscare), clarificare (benzen, toluen, xilen sau ake
substanie asemenea),

18.Mentare (cu mediu de montare)

19.Etichetans,

1. COLORATII UZUALE

1.1. Coloratia hematoxilina-gozina

1. Deparafinare

Il. Hematoxiling Mayer —2-5 minute

(L. Spalare
V. Diferenfiere rapida in alcocl-acid clorhidric
V. Spidlare

V1. Eozini 10-15 secunde



XI¥.  Montare
Reactivi:
Hematoxilina Weigert: 99ml alcool 96°C+ 1g hematoxiling la termastat timp da 24 ora

Mordant: 4 mi solutie hexaclorohidrat de fier trivalent 29%+1 ml acid clorhidric 1N+85
ml apa distilata

Picrofucsing: 100 mi acid picric solutie suprasaturata+10 ml fucsina acida 1%

rezultat :nucleii-negri, citoplasma-galben, colagen-rosu
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