Metoda efectuării secţiunilor fine

1. Recoltarea – se poate face de la animale de experienţă, de la pacienţi în viaţă şi de la cadavre. Ea trebuie efectuată cu maximă operativitate, pentru a preîntâmpina autoliza celulelor din fragmentul de ţesut. Fragmentul recoltat va fi apoi fasonat cu ajutorul unor instrumente tăioase bine ascuţite (lame de ras noi), având grijă să nu se strivească preparatul. Piesa obţinută, trebuie să aibă o formă regulată (paralelipiped de ex.), iar grosimea ei nu trebuie să depăşească 5 mm, aceasta facilitând pătrunderea mai rapidă a fixatorului şi prevenind apariţia alterărilor post-mortem. Recoltarea se poate face prin biopsie, puncţie biopsică, aspiraţie endoscopică, puncţia cavităţilor, raclarea mucoaselor. 

2. Fixarea – are drept scop oprirea proceselor alterative post-mortem la nivel celular şi tisular prin blocajul reacţiilor enzimatice; favorizează prelucrarea histologică ulterioară (includere, colorare) prin imobilizarea constituenţilor celulari într-o stare cât mai apropiată de starea vitală – aceasta depinde în primul rând de proteine, principalii constituenţi ai materiei vii, ccea ce înseamnă că un bun fixator histologic trebuie să fie un bun fixator al proteinelor; mecanismul intim al fixării proteinelor implică fenomene de coagulare şi insolubilizare a acestora; fixarea asigură şi sterilizarea piesei prin distrugerea microorganismelor potenţial prezente în ţesut; fixarea trebuie să se realizeze în cel mult 30 min de la recoltarea piesei; fixarea se poate realiza prin metode fizice (căldura şi desicarea pt frotiuri de sânge, criodesicarea pt fragmente de ţesut) sau chimice (fixatori chimici); fixatorii pot fi simpli (formolul 10% - durata fixării 1-3 zile) sau compuşi (Orth – bicromat de potasiu + sulfat de sodiu + formol, Bouin – acid picric + formol + acid acetic glacial, Carnoy – alcool + cloroform + acid acetic glacial); pentru o bună fixare, raportul volumetric între piesă şi fixator trebuie să fie cuprins între 1/40 – 1/50. 

3. Includerea la parafină – este cea mai utilizată dintre toate tehnicile de includere (celoidină, unele mase plastice); parafina reprezintă un amestec de hidrocarburi alifatice prezentând o serie de caracteristici fizice care permit folosirea ei ca agent de includere; ea nu este miscibilă nici cu apa şi nici cu alcoolul, fiind solubilă însă în hidrocarburi aromatice de tipul benzenului, xilenului şi toluenului; comportă mai multe etape: - deshidratarea: alcoolul etilic, în concentraţii crescânde, extrage apa din ţesuturi (băi cu alcool de 50°, 70°, 90° şi 96°); durează cca. 2-3 ore. - clarificarea: eliminarea din piese a alcoolului etilic, nemiscibil cu parafina (băi succesive de benzen, toluen, xilen; piesele se menţin în fiecare baie un timp variabil, de la 30 min la 1-6 ore, în funcţie de mărime) - parafinarea: se realizează prin introducerea pieselor în băi de parafină pentru a se impregna cu aceasta (1,5-2 ore, 3 băi). Băile cu parafină lichidă se menţin la etuvă la o temperatură de 54-56°C, punctul de topire al acesteia fiind de 50-54°C. Parafina histologică se aditivează cu 5-10% ceară de albine care îmbunătăţeşte consistenţa blocului şi va permite o bună secţionare. - includerea pieselor în blocuri: după ieşirea din ultima baie de parafină, piesa se aşează într-o formă rectangulară, delimitată cu ajutorul barelor Leuckart, şi peste ea se toarnă parafină nouă, neutilizată. Prin răcirea acesteia la temperatura laboratorului se obţine un bloc care include fragmentul de ţesut (piesa). 
4. Secţionarea: se realizează cu un dispozitiv mecanic de mare precizie, acţionat manual sau automatizat, dotat cu un cuţit care culisează pe verticală, numit microtom; secţionarea se realizează la 3-5 μm grosime. Secţiunile obţinute se etalează (câte 3-4) pe lama portobiect folosind o baie de apă la 38-40°C şi se lipesc de aceasta cu ajutorul albuminei Mayer (un amestec în părţi egale de albuş de ou şi glicerină neutră, la care se adaugă câteva cristale de timol). Lamele astfel pregătite se introduc la termostat (37°C) timp de până la 24 ore, pentru uscare. 

5. Colorarea – coloraţia HE (hemalaun-eozină) este cea mai răspândită coloraţie de rutină în majoritatea laboratoarelor de citologie normală şi patologică; metoda foloseşte succesiv un colorant nuclear bazic (hemateină + alaun de potasiu) şi un colorant citoplasmic acid (eozina). Hemateina este de fapt forma oxidată a hematoxilinei, un compus natural de origine vegetală, extras din Haematoxylon campechianum – a cărei utilizare pentru colorarea ţesuturilor vegetale sau animale era cunoscută de indigenii Americii Centrale, încă înainte de cucerirea spaniolă. Prin aplicarea acestei coloraţii (HE), nucleii vor apărea coloraţi în albastru-violet (conţinutul nuclear este bazofil: datorită radicalilor fosfat din componenţa acizilor nucleici, va avea afinitate pt colorantul bazic - hemalaunul), iar citoplasma în roz (citoplasma este acidofilă, grupările amino de la nivelul proteinelor vor avea afinitate pt colorantul acid – eozina) 

6. Montarea – presupune adăugarea lamelei pe lama portobiect şi fixarea ei cu ajutorul balsamului de Canada (răşină a coniferului Abies balsamea + xilol); pt consolidare, se lasă lama în repaus 1- 2 zile. Preparatul permanent obţinut este gata de examinat la microscop. 
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