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Resumen

La preparacion de las laminas histolégicas involucra pasos esenciales para su
confeccion, el cual inicia con el pase de la biopsia, correcta identificacion,
fijacion, aclaramiento, inclusiéon en parafina, corte y tincion del corte de
tejido En los laboratorios clinicos participan uno o dos técnicos en la
confeccion de estas, a veces mas en dependencia de volumen de trabajo y
organizacion por areas de especializacion.

Es de destacar que la coordinaciobn de trabajo de los laboratorios de
Histologia requiere una perfecta sincronizacion en todas las areas, ya que un
fallo en una de ellas impacta en el producto final, la calidad de la lamina
histoldgica, para ser evaluada y diagnosticada por el patélogo.

Los artefactos en las laminas histolégica son mas comunes, que lo deseado,
pero debe ser inaceptables, en su mayoria son el resultado de errores
humanos fallas o accidentes en el procesamiento de la muestra, por falta de
conocimientos o atenciéon del personal técnico del laboratorio en los multiples
pasos del procesamiento de la muestra del paciente.

Especial énfasis debe hacerse en la elaboracion del plan de control de la
calidad del laboratorio, debe involucrar la evaluacion del producto final, la
lamina histoldgica y los conocimientos y habilidades del personal técnico.

El primer y basico intento en la optimizacion de la calidad en el laboratorio
es conocer bien los origenes de los errores (Artefactos) ser capaz de



reconocerlos y corregirlos. La moto individual de cada técnico debe ser, la
calidad comienza conmigo. Ser consciente de que no se puede superar lo
que se desconoce.

Introduccion

La histopatologia ha sido uno de los sectores en el campo de la Medicina en
que la técnicas y automatizacion de los procesos del laboratorio han
avanzado notablemente, ya sea desde el registro de los pacientes, pruebas,
proceso de numeracion de casetes y laminas histologicas, nuevos métodos
de coloracion, técnicas y protocolos, automatizacion de la tinciéon, imagenes
digitalizadas e informes finales.

Desde 1941 Coon vy colaboradores introdujeron los métodos de
inmunofluorescencia, lo que resulté en nuevas disciplinas clinicas como la
microscopia de inmunofluorescencia, para uso en inmunologia, bacteriologia,
inmunocitologia e inmunohistoquimica en anatomia patoldgica.
Posteriormente en 1967, la llamada “Revolucién Carmelita” introdujo los
anticuerpos conjugados con la peroxidasa del rabano, lo cual generé un
colorante insoluble carmelita producto de la reaccion con el sustrato (DAB) lo
que permitia su visualizacion con el microscopio 6ptico.

Fue Taylor C.R, en 1974 el que reconoci6é el valor diagnéstico de la
Inmunohistoquimica IHC, método que se convirtidé rapidamente en una
técnica esencial en la ayuda diagnostica, definiendo nuevos criterios
histolégicos en el diagndstico.

Es de destacar, que en toda esta trama lo que sigue constante es la
importancia del patdlogo y el personal técnico, sus conocimientos,
actualizacion y habilidades para interpretar los tamafos, formas y los
patrones arquitectonicos de los tejidos y las células, en un determinado
antecedente clinicos especificos, agregandole los avances de la Inmunologia
y Patologia molecular, a través de la cuales la Patologia se sitia en el

contexto del conocimiento actual, para llegar a un diagnéstico mas preciso.



El centro del diagndéstico histopatoldgico radica en la Histologia, ciencia que
se refiere al estudio de la anatomia microscopica de las células, tejidos, y
organos de plantas y animales. El estudio consiste en examinar 6rganos,
tejidos y células por seccionamiento y tincion, y luego analizarlos en un
microscopio.

Los laboratorios de histologia tienen una serie de caracteristicas distintivas
que soOlo se pueden comprender a través de la comparacion de dichos
laboratorios con otras areas de laboratorios médicos.

Los laboratorios de histologia incorporan una soélida, uUnica, discreta, e
irremplazable, carga de trabajo con muestras heterogéneas; actualmente y
a pesar del desarrollo técnico logrado y la automatizacion de los procesos,
menos del 30% de sus tareas estan automatizadas en algunos laboratorios.
Ademas, los laboratorios de histologia implican multiples procedimientos que
se diversifican debido a la especializacion del laboratorio y preferencias de
los patdlogos. Sus resultados son cualitativos y usualmente dificiles de
cuantificar, con lotes de trabajo de flujo constante en un gran ndmero de
laboratorios.

Es de destacar que la coordinacion de trabajo de los laboratorios de
histologia requiere una perfecta sincronizacion en todas las areas, ya que un
fallo en una de ellas impacta en el resultado, que es la calidad de la lamina
histoldgica, para ser evaluada y diagnosticada por el patélogo.

La calidad del trabajo se garantiza con controles de rutina que identifiquen y
enfrenten omisiones y errores, que permitan salvaguardar la integridad, del
proceso, exactitud de los datos, registrando todas las actividades de control
de calidad y errores detectados.

Se ha sefialado que en la evaluacion de la calidad de los controles de los
laboratorios de histopatologia se incluyen multiples aspectos; correcta
identificacion de la muestra de los pacientes, fijacion de la muestra, corte

del tejido, procesamiento en parafina, inclusion en parafina, coloracion,



preparacion de la lAmina histolégica con el apropiado medio de montar y
cubreobjetos.
Desarrollo:
Desde el tipo de vista histoldgico, un artefacto es una estructura que no se
encuentra normalmente presente en un corte de tejido bien procesado.
El espécimen esta sujeto a protocolos de procesamiento que sean utiles a la
interpretaciéon y diagnaostico.
Los procesamientos de las muestras estan expuesto a multiples fuentes de
errores, ya sean humanos, reactivos, de protocolos, de equipos o de
interpretacion. Estos errores pueden interferir en el adecuado procesamiento
de la muestra, y obtener un tejido distorsionado, por tanto, inadecuado para
el diagnéstico. La necesidad de reconocer los artefactos y solucionar los
mismos es el desafio mas grande del personal técnico del laboratorio en su
quehacer diario.
Los principales artefactos en Histologia se describen a continuacion. Segun
areas de trabajo del proceso de confeccidn de las laminas histoldgicas.
Tipos de Artefactos:

+ Artefactos Previo a la Fijacion
Artefactos durante la Fijacion
Artefactos durante pase de la biopsia
Artefactos durante el procesamiento de las biopsias
Artefactos durante la inclusién en parafina
Artefactos durante el corte de los bloques de parafina
Artefactos durante el montaje del tejido en el las laminas
Artefactos de la Coloracion

Artefactos durante el montaje del cubre objeto

- F F £ F F £+ F

Artefactos del microscopio

A continuacion, se muestran y comentan los artefactos mas comunmente

encontrados:



Tipos de Artefactos, y recomendaciones para prevenirlos en el trabajo diario

del histélogo

TIPO ARTEFACTOS RECOMENDACIONES | IMAGENES
TRAUMA MECANICO No usar pinzas dentadas, | En las imagenes
Los tejidos deben manipularse sobre todo en pequefias | microscopicas este
durante la cirugia, con extremo muestras. Como por | artefacto se ven las
cuidado, y evitar el uso de pinzas ejemplo en biopsias de | células alargadas muy
con dientes, que aplasten el area musculo y de piel. basdfilas
del tejido que va a removerse para
ser estudiado posteriormente,
evitar aplastamiento o desgarros
durante la cirugia
TRAUMA POR DESHIDRATACION O Después que se remueve el
HIPERHIDRATACION tejido, si este no va a ser
Pre- Si no se va a fijar inmediatamente, | fijjado inmediatamente se
fijacidon | evitar dejar secar la muestra o recomienda poner en una
dejar la muestra con mucho gaza ligeramente himeda
volumen de fluido. con solucién salina, poner
En biopsias de musculo, este es un | en un recipiente a 4°C, en
paso esencial para preservar la el refrigerador, si va a ser
estructura normal del tejido fresco, | transportado, poner el
posteriormente se congela, use el recipiente bien cerrado, en
método de snap-frozen. recipiente mas grande con
Si usa otros métodos de hielo regular.
congelacion en musculo, provocara
artefactos
irreversibles en los miocitos, lo que
imposibilita el correcto diagnostico
histopatolégico.
Evite dejar secar la muestra, la
deshidratacion del tejido también
provoca cambios irreparables que
afectan la calidad del espécimen.
En IHC, si se deja secar el tejido,
produciré posteriormente una
coloracién no especifica.
TRAUMA PROVOCADO POR
QUIMICOS
Algunas soluciones desinfectantes No aplicar antes de hacer Se observa excesivos
que contienen sulfato ferroso biopsia depdsitos de hierro en
Pre- . causan coagulacién y necrosis. la superficie del
fijacion

Artefactos provocados por uso de
anestésico local, en biopsias de
piel.

Pigmentos de tatuajes y tinta para
sefialar los margenes de las
biopsias de piel

No aplicar grandes
volumenes de anestésico
local en las biopsias de piel.

Estos pigmentos pueden
interferir en el
procesamiento y coloracion
de los tejidos. Deben ser
documentados en la hoja
de reporte y descripciéon del
espécimen

espécimen.

Cause vacuolizacion
del epitelio y
separacion del tejido
conectivo




TIPO ARTEFACTOS RECOMENDACIONES | IMAGENES
FIJADOR El volumen del fijador a Incorrecta relaciéon
Use suficiente fijador en un usar es de 20: 1 Debe tamafo volumen de
recipiente de tamafio apropiado, evitarse poner piezas fijador.
el volumen del fijador a usar es de | grandes en pequefios
20: 1 Debe evitarse poner piezas recipientes pues el tejido
grandes en pequerfios recipientes fresco puede
pues el tejido fresco puede distorsionarse.
distorsionarse.
El fijador para usar debe
Fijacion | Debe revisar la fecha de ser de alta calidad y optimo
expiracion del fijador y chequear pH 6.8-7.0
su pH. Los pigmentos pueden ser
Si utiliza formalina a un pH acido eliminados antes de la
por debajo de 6.8, se formaré un coloracion, para lo cual se
precipitado cristalino de finos desparafina el corte, hasta Controlar que el pH del
granulos de color carmelita oscuro | llevarlo a DW, y pone en la | fijador sea el 6ptimo.
a negro, debido a la reaccién de la | siguiente solucion; Pigmentos de
formalina con la hemoglobina, Hidroxido de Amonio, (formaldehido acido-
dichos granulos se conocen como 58% --- 2ml hematina) asociados a
pigmentos de formalina, una Alcohol 70% --- 100ml los vasos sanguineos.
preparacion de 6ptima calidad Dejar. en SOIUC'Or,' por 30-
dichos pigmentos deben 60 min, y posteriormente
eliminarse antes de la coloracion. Iava.r bien en agl.Ja.
corriente para eliminar
amonio. Continde con la
coloracion de la muestra
TIPO ARTEFACTO RECOMENDACIONES IMAGENES
Revisar si la muestra esta bien | Cambie la solucién fijadora, Espécimen de gran tamafio y
fijada, si es una pieza grande use fijador fresco y deje fijar abundante grasa use volumen
Con abundante grasa o con la muestra por el tiempo adecuado de fijador y déjelo
areas aun cubiertas de sangre. | requerido. més tiempo en fijador.
Dejar mas tiempo en el liquido
Pase- fijador.
Biopsias

CONTAMINACION

debido a la incorrecta
manipulacion del tejido,
trabajando en areas
contaminadas con residuos de
la muestra procesada
anteriormente. En estas
condiciones se corre el riesgo
de incluir tejidos malignos a
otro que es benigno.

Mantener limpia el area de
disecciéon, cambiar
frecuentemente las servilletas,
sobre la cual se hace la
diseccién para evitar




Especimenes mal fijados, Se recomienda poner algun
colocados en el casete entre separador entre las
almohadillas de espuma, almohadillas de espuma para
ocasionan artefacto de evitar el

aplastamiento del tejido. aplastamiento del tejido
Especial cuidado debe tenerse | durante el procesamiento en
con los cilindros obtenidos de parafina.

biopsias de aspiracion en

mama, biopsias de piel,

Pase- higado, musculo u otros

Biopsias | 6rganos.

Pobre procesamiento del tejido | Utilice el nUmero de casetes

debido al excesivo numero o necesarios, teniendo en

tamafio de los especimenes. cuenta, que las lascas de la

Si los especimenes disecciéon deben ser de 3 mm

estanaglomerados y apretados | para que los reactivos

en el casete, no tendra lugar penetren adecuadamente y asi

el flujo adecuado de los evitar que el procesamiento

reactivos durante los procesos | sea incompleto.

de deshidratacion, El eceso de deshidratacion,

aclaramiento y cambios de las | hace que el tejido quede duro,

parafinas. quebradizo y encogido,
dificultando el posterior
proceso de corte de los
tejidos.

TIPO ARTEFACTOS RECOMENDACIONES IMAGENES
La funcion del Establecer plan semanal de cambio
procesamiento del tejido de los quimicos y parafina.
esta designada a remover el | Chequear el funcionamiento diario

Proceso agua del tejido, de las corridas, y hacer los ciclos de
remplazandola con limpieza de la maquina
alcoholes, agentes procesadora. Mantener récord
clarificadores del tejido, diario.
miscibles con la parafina, la
que proporciona el soporte y
rigidez necesaria para
realizar cortes de tejido.

En este proceso hay un

grupo de errores evitables

que pueden ocasionar

1. Inadecuado gradiente de 1. El gradiente de concentracion

deshidratacion. entre el tejido dentro y fuera es
excesivo, causando una corriente
de difusion a través de la
membrana plasmética incrementa
la posibilidad de distorsion celular.

Des- 2. Hidratacion excesiva 2. Hace el tejido duro, quebradizo y

hidratacion

3. Deshidratacion
Incompleta

encogido causando dificultades
durante el corte y coloracion.

3. Resulta en inclusiéon de parafina
inadecuada, dificil de cortar,
secciones de tejido distorsionada o
fragmentada.




Aclarar

Exceso o insuficiente
aclaramiento

Excesivo endurecimiento,también y
dificulta la infiltracion de la
parafina. Dificulta el corte.

Impregnacion

En este paso la parafina
remueve el agente aclarador
del tejido, la cual endurece
posteriormente para formar
el bloque.

El principal artefacto en este
paso es la cristalizacion.

La contaminacion de la parafina con
agentes aclaradores ocasiona
impregnacion incompleta, por
cristalizacion de la parafina,
ocasionando que el tejido se
desmorone, durante el corte.
Mantener el plan de mantenimiento
de la maquina procesadora, evitar
cambiar de lugar los liquidos de los

contenedores.

cambios ejecutados.

Evitar no escribir en las hojas de
control y maquina procesadora los

TIPO ARTEFACTOS RECOMENDACIONES IMAGENES
Artefactos de Monitorear: Nucleo con color rosado,
coloracion: Coloracion | Calidad de la Hematoxilina muy diferenciados
débil, intensa, o Evite oxidacion continua que puede | sobre tenido por la eosina.
dispareja. variar debido a la temperatura Residuos de parafina en el
Artefaptos debido ambiente, tejido, tie_n,en un efecto en

Coloracién | depositos de la Asegure. Tener en cuenta que el la coloracion, dejando
colqramon. . agua corriente puede variar el pH. parche§,de tej'd,o sin
Residuos de parafina P . L coloracioén, el ntcleo se

s Después lavar bien para eliminar .
en el tejido, parches. . . observa borroso, sin
. residuos alcalinos que pueden
Trazas de parafina | . . débil detalle nuclear
evita la penetracion cau_sar a_eosma tehlrse muy débi
del alcohol, xileno y o dispareja. La eosina debe
tinte. mantenerse pH cercano a 5.0
Artefactos como Usar el apropiado medio de
lagos, burbujas de montar. Acuoso cuando es
aire, agua residual necesario
Garantizar que en los pasos previos
Montaje el agua a
sido removida, con alcoholes de 95
a Absoluto, aclarar con soluciones
frescas de xileno. No usar excesivo
medio de montar
PO ARTEFACTOS \ RECOMENDACIONES IMAGENES

Particulas de polvo, residuos
de carbén provenientes del
lapiz, o tinta de los equipos
automaticos con que se

identifico la lamina histoldgica.
Microscopios sin el debido
Mantenimiento con polvo en
oculares, diafragma..

Garantice que el laboratorio
cumpla con el plan anual de
mantenimiento de los equipos

Apariencia nublada, grasa
en los oculares u objetivos.




Conclusiones:

El director técnico del laboratorio, los patélogos, los técnicos de histologia y el
supervisor son los responsables de la ejecucion de la evaluaciéon técnica del
laboratorio.

El control de calidad es una una parte esencial del trabajo rutinario del laboratorio.
Los artefactos en la técnica histolégica son comunes, pero deben ser considerados
inaceptables, ya que en su mayoria son debido a errores humanos, fallas o
accidentes en el procesamiento de la muestra, por falta de conocimientos o de
atencion del personal del laboratorio en los multiples pasos del procesamiento de la
muestra del paciente, la cual inicia con la pre- fijacién, coleccién y correcta
identificacion de la muestra, fijacién, inclusidon en parafina, corte y tincién del corte
de tejido.

Los artefactos son de diversa indole y es importante aprender a reconocerlos para
no distraer nuestra atencion de ellos, y rectificar los errores.

Los artefactos no son mas que el reflejo de un ineficiente plan integral de control de

calidad en el laboratorio.
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