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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

A.Inmunohistoquimica

1. INTRODUCCION

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica esencial y de uso rutinario
en anatomia patolégica. Contribuye en el diagnostico especifico de las

enfermedades, en particular las neoplasicas.

Permite una adecuada clasificacion en funcion de su origen (tales como
carcinoma, melanoma, linfoma, etc.) brindando informacion prondstica en
la que sus resultados, evaluados en el contexto clinico, contribuyen a la

eleccién del tratamiento de los pacientes.

Esta técnica se basa en la alta especificidad y afinidad de la reaccion
antigeno-anticuerpo por lo que permite, mediante el empleo de
anticuerpos especificos y sistemas de deteccion, determinar la expresion

de biomarcadores.

Se puede realizar sobre tejidos en fresco, fijados en formol y coagulos
citolégicos incluidos en parafina, permitiendo la evaluacién simultanea de
la morfologia. Es una técnica compleja, en la cual el resultado final esta
influenciado por multiples parametros de las fases preanalitica, analitica y

post-analitica.

Dependiendo de la seleccion y el rendimiento de estos parametros, el
resultado final de la técnica utilizando el mismo anticuerpo primario puede
mostrar un rango de negativo a positivo para el antigeno objetivo. Para
gue su empleo sea de maxima utilidad y los resultados obtenidos sean
reproducibles y confiables es imprescindible la estandarizacion de cada
uno de los pasos o fases desde la obtencién de la muestra, con la
adecuada fijacion de los tejidos, hasta el ajuste de la técnica, lectura y
valorizacion de los resultados obtenidos a los criterios establecidos

mediante controles de calidad internos y externos.

Hay que destacar los avances tecnoldgicos por los que se ha ido

desarrollando la inmunohistoquimica. En los ultimos 10 afios, han ocurrido
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

avances tecnologicos que permiten:
v Hacerla reproducible.
v Afinar y calibrar adecuadamente los procedimientos.

v' Armonizar y optimizar la difusion de los procedimientos entre

distintos laboratorios.

v/ Estandarizar y automatizar el método especifico.

2. OBJETO

Manejo homogéneo por parte del TEAP sobre el funcionamiento de las

magquinas en la sala de inmunohistoquimica.

3. ALCANCE

Todos los TEAP.

4. EQUIPAMIENTO NECESARIO

e Reactivos especificos de cada maquina
e EPI's
e Anticuerpos (concentrados y no concentrados) para poder realizar la

tincion de inmunohistoquimica.

5. DESCRIPCION SOBRE EL PROCEDIMIENTO

» PROCESAMIENTO EN EL BOND liI

e A primera hora de la mafana, el técnico encargado del puesto de
inmunohistoquimica, sacara un listado de trabajo a través del

programa con el que nuestro laboratorio trabaja; de VITROPATH. El

procedimiento es el siguiente:
e Una vez introducida la contrasenfia, clicamos en la opcion “gestion de

laboratorio”.
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A continuacién, seleccionamos grupo.

[ — o ERORUEE
caicas pendiertes (00/09/2021) [ (e a— ] Il R
ST — 2] L] PRI =0« e =X
Salida | Estud  Musstra | Bloque Thonica Gupo | FPeticion Feticianario Corte Notes
h21-038:c 4 L VE8H A (H2-TC104H2-2.., 1D TR/08/20... Cantén Vebra, Maria Teresa d
B210%8:<C & L HE4s C8/202.. Canltn ¥ebra, Heria Teresa
he103eC |4 2 ke D08/202.. Cantén Vebra, Ma Teresa
he103eC |8 3 pets D08/202.. Cantén Vebra, M2 Teresa
ke1038:ec |4 2 VE8H & (HE-TC10+H2-2 DR05/202.. Cantén Vebra, Mra Teresa
k21031 |8 L VEaH A (HE-TC 10+ D3/05/202.. Cantén Vebra, Marfa Teresa
k2103821 4 B VE i A (H2=TC 1041 /09/30... Canicn Vebra, Waria Teresa
hei0met |5 L 100 D308/202.. Canién Vebra, M2 Teresa
he103e1 |5 L 3 D308/202.. Cantén Vebra, M2 Teresa
he103c2 |4 L VEaH A (HE-TCL0+HR. D308/202.. Cantén Vebra, Mara Teresa
k21032 |4 2 VEAH A (HE-TC10+H2-2 D305/202.. Cantén Vebra, Mara Teresa
k2102822 |4 VE 3 A (H2-TC 104 /09720, Cantén Vebra, Maria Teresa
3iC2021 B210%E < 7 TECCLOBU N T05/202... Medna Estévae, Enila 0292021
3/cs/20z1 p21-0%8:c8 5 i s 03/05/202... Medna Estévez, Enila z/si2021
iy p2108acE 5 i CO36NCN-1 (53008 03/05/202... Medna Estévez, Enila e
3jcss20zt[c21-057es 5 L w7 D208/202... Vslesco Albenciea, Fracisce Javier 252021
32021 c21-03776S 5 L ANTICENC CARCINORVERI.. 02/08/202... Valesco Albenciea, Fracisce Javier z/si2021
13;00/2021/C21-087765 B r g (02/08/207... ¥3lasco Albendea, Fratcisco Javier 0/29;2001 i
320z |ca1-037es 5 L Pe3 1575) 02/08/202... Valesco AlEenciea, Fracisce Javier e
3jcspe0zt[c21-057es s L - 0208/202... Vslesco AlEencie, Fracisce Javier 0z/si2021
3jcspe0ztca1-0ares s L s 0208/202... Valesco Albenciea, Fracisce Javier 02512021
3jcss20zt[c21-057es 5 L w2 D208/202... Vslesco Albenciea, Fracisce Javier 252021
3/C3/2021 C21-037771 ¢ [ T RM8/202... Valesco Alercea, Francisce Javer 0z/9:2021
3/03/2021 21070205 4 3 i OE08/202... Garcstisga Alua, Tige 0zsi2021
iy 21-0T0ans 4 2 Pe3 2575) 03/08/202.., Gorestiaga Atura, e z/si2021
Mmn i mnn s ma mma e . AR A e L e it SRER T - e -

En el campo en blanco introducimos las iniciales “HQ”.

i~ T

mLABnRATomu L e R |

Técnicas pendientes (€ 09/2021) N (saida W ¢ v m m @ a @ . a @

Filtrar { Grupo [Ho |EEEE E E
Salida Estudio | Muestra  Blogue | Técnica Grupo F.Paticion Peticionario Corta

03/09/2021 B21-007966 A 6 MSHE HQ 02/09/202, .. [Sobrino Prados, Almudena 03/09/2021

03/09/2021 B21-007966 A L] PMS2 HQ 02/06/202, .. [Sobrina Prados, Almudena 03/09/2021

03/09/2021821-007966 A i [MLH1 THQ 02/09/202,.. (Sobrina Prados, Almudsna 03/09/2021

03/09/2021 B21-007956 A ) IMSH2 HQ 02/08/20E... |Subrino Prados, Almudena 03/03/2021

03/09/2021 B21-007992 A 4 ICOG8 HO 02/09/202... [Velasco Albendea, Francisco Javier

03/02/2021 B21-007992 A It (CDla HQ 02/09/202... |Velasco Albendea, Francisco Javier

03/09/2021 821-007992 A 5 (CDGB HQ 02/09/202... |Velasco Albendea, Francisco Javier 03/09/2021

03/09/2021 B21-007992 A 5 ICD1a THQ 02/09/202,.. |velasco Albendea, Francisco Javier 03/09/2021

03/09/2021 B21-007992 A & ZIEHL-NEELSEN HO 03/09/202... |Velasco Albendea, Francisco Javier 03/03/2021

03/02/2021 B21-007993 A 1 (CADEMA LICERA KAPPA HQ 02/09/202... |Velasco lbendea, Francisco Javier 03/09/2021

03/09/2021 B21-007993 A 1 (CADENA LIGERA LAMBDA [THOQ 02/09/202... |Velasco Albendea, Francisco Javier 03/09/2021

03/02/2021 B21-0DBO&D A I+ P40 HQ 02/09/202... |Sobrino Prados, Almudena 03/09/2021

03/09/2021 821-008060 A 7 P40 IHO 02/09/202... [Sobrino Prados. Almudena 03/09/2021
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PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

e Filtramos en el embudo de color azul.

4 "
. LABORATORIO ER] [<1F

Técnicas pendientes (03/09/2021) Salida C - m m @ o @ . -3
Fittrar ( Grupo 2w TENmED

Balida Estudio Muestra  Blogque Tecnica Grupo F.Peticion Peticionario | Corte
03/09/2021 821-0073656 |4 |6 MSHE ] 02/09/202... Sabrin Prados, Almudzna D3/3/2021
03/09/2021 821-007956 |4 |8 PMS2 LG 02/09/202... Sobrino Prados, Almudsna ‘DSIDQ,/:DGI
EIE/'UW?DZ'I_BE]’UU?QEB A 8 MLHL |HQ 02/09/202... Sobrino Prados, Almudsnas ‘DEIDQ,"EDQI
03/09/2021 821-0079566 |4 ] MSH2 HQ 02/09/202... Sobrino Prados, Almudsns 03/03/2021
03/09/2021 821-007932 |4 4 CD68 HO 02/09/202... Velasco Albendea, Francisco Javier
03/09/2021 821-007332 (A4 4 (CD1a HO 02/09/202... Velasco Albendea, Francisco Javier
03/09/2021/821-007392 |4 5 co68 HO 02/09/202... Velasco Albendea, Francisco Javier 03/03/2021
03/09/2021/821-007392 |4 5 cD1a HO I02/09/202... Velasco Albendea, Francisco Javier 03/03/2021
03/09/2021 821-007332 (4 s ZIEHL-NEELSEN HO 03/09/202... Velasco albendea, Francisco Javier 03/03/2021
03/09/2021 821-007353 (4 1 CADEN& LIGERA KAPPA HO 02/09/202... Velasco albendea, Francisco Javier 03/09/2021
US!UQ,‘EDEl_BEl*UUFEQE A it} CADENA LIGERA LAMADA  IHO 02/09/202... Velasco Albendea, Francisco Javier \03/m9/2021
03/09/2021821-000050 |4 |ad P40 [HQ 02/09/202... Sobring Prados, Almudena 03/09/2021
03/09/2021821-000050 |4 7 P40 [H 02/09/202... Sobring Prados, Almudena 03/09/2021

e En el siguiente paso seleccionamos todo el listado con el ratén y le

damos a imprimir.

1 AN, Torrecardenas - 10048
== o2 EEE R AEEE |
LABORATORIO by FC]
L e CADE-E-E g
e o F
o | — 1 1L ORI
Salida Estudio Muastra | Blogque Tacnica Grupo F.Paticiin Paticionario Corte Notas
l03/03/2021 Ba1-007955 |# & MeHs MO l02/09/202. .. [Sokring Pradcs, Alm.dena 13/05/2021 B
B21-007966 |4 6 PMS2 THQ 02/08/202. ., |Sobrino Prados, Almudena 03/05/2021
03/09/2021 B21-007986 |4 ] MLHL THD 02/08/202. ., [Sobrino Prados, Almudena 03/06/2021
03/03/2021B21-007966 |8 6 MsHz HY l02/09/202. . [Stéin Prados, almudena a3/09/2021
03/09/2021 B21-007992 |4 4 coes IHQ 02/09/202 ., |Velasco Albendea, Francisce Javier
03/09/2021 B21-007992 |4 4 CD1a THQ 02/09/202.., \Velasco Albendea, Francisco Javier |
B21-007992 & 3 lcoea Hy 02/09/202... |vetasca albendea, Francisco Javier 30372021
B21-007992 | 5 CDia HQ 02/08/202.., velzsco Albendea, Francisce Javier 03/09/2021
03/09/2021 B21-007992 |4 5 ZIEHL-NEELSEN H 03,/09/202.., Velasco Albendea, Francisco Javier 03/09/2021
B21-007903 |4 1 (CADEMA LIGERA KAPPA THG 02,009,202 .. Velasco Albendea, Francisco Javier 03/09/2021

e Por Gltimo, se le da salida al listado imprimido. Para ello seleccionamos

“salida” en la ventana de arriba.

AN, Torrechrdenas - 10841

A

- 1408
L ABORATORIO e, B & B ER]
Téenicas pendientes (U3/08/2021) ) T — YD ER =l - ™
rar €Gapo ) =
vitror Conpn 9 FEEEEE EFREE-0- Sk - =X
Solida | Estudia | Muestra | Bloque Técnica Grupo | Fpeticion paticianaria corte Notas
B21-007955 A ls MSHE wo |uz/09/202... [s0bring Prados, amudens loavos/z021 3
03/09/202 B23-007955 & ls susz e 027097202 . Sabna Prados, Aimudana loaos /2021
03/09/2021 B21-007966 4 5 MLH1 THQ 02/09/202. . |Sobrno Prados, Almudena 03/06/2021
300ra0is pes-ooress a s sz i l02/09/2z... [Sobrino Srados, almudana e
03/09/2021 B21-007992 & 4 CDER HO 02/09/202... |Velasco Albendea, Francisco lawvier
anass0 per-norese a A cona 0o l02/09/20z... valascs Abendina, Fran

e Y pulsamos la flecha azul después de haber rellenado el nombre de

quien lo hace en la casilla anterior.

E— 0 ERDeoEEe T
Técnicas pandlantas (06,/09,/2021) Csate 9 Coderuate e = () () ] < [2] [ = [
T I— FEEEE BRI == Rk - =5
Ralien Estudio Mupstra  Blogue Téenica Grupa F Paticion Peticionarin Corte Notas.
azi-caneis h aix, conde g ta/05/202 . Gorostiana alhuns, g &
Jan1-vaoun a b Jcozsm [} U3/UB/202 . [Gorestiaga Alluna. ige
Inz1-osonis h [rot o 03/08/202... |Gorostaga Altuna, fige
azivson1s a lc030 (RER-2) [ 03/0B/20z . [Gorestiags Altuns. Ifige
lae1osan1s A 7 [co7oanme-1 [} 03/08/202 .. |Gures baga Alluns, e
PEETTA h SBER, LMP Epstain-Bar KD 03/09/202... |Gorastiaga Aluns, ifige

e Unavez que ya tenemos nuestro listado de trabajo impreso, buscamos

los bloques requeridos y procedemos a cortarlos.
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PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA
A continuacion, abrimos nuestra sesién de trabajo de cerebro
(programa de trazabilidad con el que cuenta nuestro hospital para

trabajar) y vamos escaneando el cédigo QR de los bloques.

Al escanear el bloque, se nos imprimirdn todas las etiquetas de las
técnicas (aparecen en pantalla) que aparecen en el listado

previamente obtenido en Vitropath. (Imagen 1).

Imagen 1.

Se corta el bloque, escaneando todas las pegatinas del caso (las
cudles disponen de un cédigo QR) por “cerebro” y se van colocando y
se van colocando los cristales con su respectivos cortes en cestas. A
Su vez se va comprobando que las técnicas que aparecen en la
pantalla de “cerebro” coinciden con las técnicas que aparecen en el
listado de Vitropath. Dicha comprobaciéon es muy importante para que
no se produzca ningun error, es decir, que el TEAP haya cortado todas
y cada una de las técnicas de IHQ que el patélogo ha solicitado sin
dejar ninguna atras.
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A

PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA
Una vez que tengamos todos los bloques del listado cortados, habra
que colocar los controles positivos para cada técnica
inmunohistoquimica. Dichos controles, se colocaran en la parte
superior del portaobjetos, mientras que la muestra a estudiar, se
colocara en la parte inferior. El listado de controles positivos de cada

anticuerpo se afiade en el anexo |.

Control

>

Muestra

NOTA: tanto la muestra como el control no pueden salir de los puntos de color

blanco que delimitan el cristal. La parte que sobresalga, no sera tefiida.

Introducimos los cortes en la estufa a 65°-70° durante 20 min para su

desparafinacion.

Una vez desparafinados, se meten cada uno en la maquina
correspondiente. Los IT de cada maquina vienen explicados en cada

una de ellas.

Una vez que el proceso de tincion ha finalizado, los portaobjetos se
colocaran en una cestilla para su posterior deshidrataciéon y montaje.
Nuestro hospital cuenta con un tipo de tefiidora en la cual, segun el

color de “varilla” que incorpores a dicha cestilla, hara un recorrido de
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

tincion u otro. En el caso de la IHQ, siempre escogeremos el de color

azul.

¢ Finalmente, cuando los cristales ya son deshidratados y montados, el
TEAP los entregara al patélogo correspondiente comprobando, con en
el listado de trabajo que inicialmente sacamos de Vitropath que todo

esté correctamente.
CONSUMIBLES BOND Il
» Liquidos

e Dewax: se envasa en un bote de litro de color rojo, solo hay que

decantarlo en la garrafa de color rojo de 5 litros el Bond lll

Pagina | 8



PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

Wash: viene en botella de un litro concentrado. Hay que diluirlo al 1:10.
Cogemos una botella de 5 litros de agua destilada, le sacamos 500ml,
en una probeta y a continuacion le afiadimos 500ml de la botella
WASH. Agitamos la mezcla y rellenamos en la garrafa de 5 litros de
color verde Bond Il

4

Agua destilada: simplemente rellenamos la garrafa de color azul del

Bond Il con una botella de agua destilada

Alcohol: rellenamos con alcohol de 100° la garrafa de color naranja
del Bond I

Solucion Epitope 1: viene en un bote de un litro de color morado

oscuro y la solucion ya esta diluida. Para su relleno, simplemente
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

vertemos su contenido en la botella del mismo color del Bond III.

e Solucion Epitope 2: viene en un bote de un litro de color malva y la
solucion ya esta diluida. Para su relleno, simplemente vertemos su

contenido en la botella del mismo color del Bond IlI.

',,

v

BOND

Epitope
Retrieval 2

! o

e Waste Gris: hay dos garrafas con este residuo que hay que tirar
cuando estén llenos. Se puede verter directamente al fregadero, pero
es aconsejable, que se vacie en la garrafa de residuos que hay en la
sala de IHQ.

| ——
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

e Waste Marrdn: este residuo hay que verterlo en una garrafa de 20

litros para residuos especiales.

NOTA: El Bond Ill avisara cuando sea necesario rellenar o vaciar alguna garrafa
(aparece un icono azul con una “iI” en su interior), no obstante, se deben cambiar
cuando se vean llenos o vacios. Sin embargo, es aconsejable que el TEAP esté
pendiente del nivel de llenado que presentan dichas botellas y las vacie cuando
sea necesario sin tener que esperar a que la maquina te lo indique, ya que a
veces, aunque dichas botellas no estén demasiado llenas, el Bond Il puede dar

error a la hora de la tincion.

» Fungibles
e Estaciones de mezcla: la maquina NO avisa cuando estan sucias.

Por lo que el TEAP debera revisarlas cada cierto tiempo, y cuando

estén sucias cambiarlas por otras nuevas. Normalmente se suelen

cambiar cada mes.
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

e Couvertiles: son reutilizables. Se cambian cuando se estropean o ya
tienen demasiados usos. Hay que empezar a revisarlos cuando tengan
un mes de antigiedad.

Después de utilizarlos, se colocan en un soporte para su lavado que
hay que hacer en los siguientes pasos:

- Agua con lejia: deberan estar sumergidos minimo 24h después
de su uso para eliminar toda la diamina qué la maquina de IHQ
ha ido soltando en cada uno de ellos durante el proceso de
tincion.

- Agua destilada: le damos unas cuantas pasadas en este bafo
para eliminar los restos de lejia.

- Alcohol de 70° los dejamos unos minutos (5-10 min).

- Por ultimo, los dejamos secar al aire libre hasta que estén

completamente secos, para que puedan ser utilizados

nuevamente.

FUNCIONAMIENTO DEL BOND Il

e Una vez que tenemos los cristales desparafinados en la estufa, los
introducimos en la bandeja del Bond Ill, donde admiten sélo una
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA
posicion. El bond consta de tres bandejas con diez huecos cada una,

por lo que se podran meter 30 cristales en cada Bond lll.

e A continuacién, colocamos un covertile encima de cada uno de los
cristales en la posicion correcta, es decir, cuando la palabra “Leica”

sea legible correctamente.

CORRECTO INCORRECTO

NOTA: Es muy importante que el covertile esté colocado correctamente. De

lo contrario, la tincidbn no se realizara.

¢ Introducimos las bandejas en la maquina y pulsamos el botén situado
en la parte inferior. Una vez pulsado dicho botén, la bandeja con los

portaobjetos bajara y esperaremos a que el lector lea cada uno.
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

e Mientras tanto localizamos los anticuerpos y demas reactivos que nos

haran falta. Los reactivos que necesitaremos son los siguientes:

- Bond polymer detection kit 6 Bond polymer red detection Kit.
- Un contenedor con enzima 1 que habremos diluido
previamente.

- Los anticuerpos necesarios para cada cristal.

¢ Una vez que la maquina haya leido todos los cristales, nos fijamos en
la pantalla del bond l1ll, donde esta el croquis de la maquina, y
esperaremos para ver si hay algun fallo (cantidad de anticuerpo
insuficiente, reetiquetado de pegatinas...etc.) o0 esta todo

correctamente.
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Si la magquina indica que todo esta correctamente, se inicia sesion

dandole al “play”. De lo contrario, corregiremos dicho error y a

continuacion iniciamos sesion.

Una vez que la sesidon haya finalizado, sacaremos los cristales y los

colocaremos en una cestilla para su posterior deshidratacién vy

montaje.

Cuando quitemos los covertiles, los colocaremos en el soporte para su

lavado tal y como se ha explicado en el apartado anterior.
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A PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

Posibles errores en bond 111

e Falta de algun reactivo: si maquina necesita o no de algun reactivo que

no esta presente, aparecera debajo de la bandeja correspondiente un
icono de un contenedor con forma de “rombo” de color amarillo como

aparece en la siguiente imagen.

Para resolver este error, se introduce en la maquina el reactivo que

falta y desaparecera el icono.

e La bandeja lleva demasiado tiempo bajada: cuando la bandeja de

cristales lleva demasiado tiempo bajada sin haber metido los reactivos
nos aparece un rombo de color amarillo parpadeando debajo de la
bandeja correspondiente. Este error se soluciona volviendo a subir la

bandeja, y a continuacion, volviéndola a bajar.

e La maquina pide el lavado o cualquier revision: en el icono de la
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maquina aparece un rombo amarillo.

[ = | —
PSRN, | k ] ¥
e P [134 (154
—— ER €0 T
5] 7
T we
*ER 10 Wy
= | oas W
o W =
PRA gh gt g
= - W W 3
117 Pl igh Igh _.El
= T ; T
ac "W E‘I
W7 “igh LMD $
[ mas | H
2 3
T e
147 P W7 g0 LD
pEEY. |
AN i
T e
‘XN "ighl "X
K o
|- L W
eRm gt “CRat
11:50 AM 13.44 PR 137 AM
-' * - -' * - -.‘ * L]
180 PM 100 PM 148 M g

Ruifi 3l P[0 Riifi 345 P[] Fuaf S8 Pro (0]

6. USO Y CUIDADO DE LOS ANTICUERPOS. CRITERIOS
GENERALES

En el laboratorio de Anatomia Patoldgica, uno de los requisitos mas

importantes para que las técnicas de inmunohistoquimica se realicen

adecuadamente, presenten una buena tinciéon y no sean de dificultad para

su diagnostico es el estado y almacenamiento de los anticuerpos. Para

ello, el técnico de anatomia patolégica encargado de esta parte del

laboratorio, debera tener siempre en cuenta las siguientes directrices:
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e Evite la contaminacién de reactivos utilizando siempre puntas de
pipeta limpias a la hora de hacer alguna dilucion.

e Evite la exposicion prolongada a altas temperaturas o excesiva
exposicion a la luz, mediante el pronto retorno de los reactivos a las
condiciones adecuadas de almacenaje.

e Controle y observe la temperatura en la que se almacenan los
anticuerpos con el fin de mantener temperaturas precisas y
consistentes. La temperatura ideal para los anticuerpos que se
gastaran en un periodo inferior a 6 meses es de 4°C.

e Cuando se recibe un pedido de reactivos de inmunohistoquimica,
deberemos recepcionarlos y almacenarlos de forma inmediata
segun las especificaciones del fabricante.

¢ Almacene cantidades grandes de reactivos en equipos con alarma
de temperatura y sistemas de respaldo de energia.

¢ Almacene los Kits de deteccion, anticuerpos pre diluidos (“listos para
usar”) y las soluciones de anticuerpos monoclonales a 2—8°C ya que
congelar y descongelar tiene un efecto deletéreo en su
funcionamiento.

e Es recomendable para cada anticuerpo (por si fuera necesario
realizar reclamos) llevar un registro en el que se especifique N° de

lote del fabricante (el N° de lote es ademas un dato requerido por

los controles de calidad externos), fecha de recibo, fecha de

vencimiento (en especial si se trata de anticuerpos listos para usar)

y humero de factura.

e Los anticuerpos concentrados, en especial si tiene una baja
frecuencia de uso, se podran alicuotar y almacenarse a -20°C.

e Los anticuerpos pre diluidos tienen una vida media de almacenaje
mas corta. Son rentables si se usan cotidianamente.

e Los anticuerpos liofilizados deberan reconstituirse con agua

destilada.
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7. TIPOS DE ANTICUERPOS. PROTOCOLO DE
CONSERVACION Y ALMACENAJE

En nuestro laboratorio de Anatomia Patologica, disponemos de dos tipos

de anticuerpos para realizar las técnicas de inmunohistoquimica:

¢ Anticuerpos en los que el reactivo ya viene listo para su utilizacion,
sin necesidad de tener que diluirlo. Por ejemplo; CD5, CD138, CK19,
Sinaptofisina, Cromogranina...etc.

e Anticuerpos concentrados, en los que dependiendo del tipo de
anticuerpo que se quiera utilizar, la escala de dilucién serd una u
otra. Por ejemplo; P57 (1:50), Tiroglobulina (1:200), Receptores de

andrégenos (1:25)...etc.

A continuacioén os mostramos imagenes de los dos tipos de anticuerpos

explicados respectivamente.

¥ ERRRRNRSE FRRRERTOOO
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Tanto los anticuerpos concentrados como los no concentrados, presentan
fecha de caducidad, por lo que es muy importante llevar un control de su
uso y almacenamiento, para que en ningun caso, caduquen antes de que

se acaben.

Para ello, en nuestro servicio disponemos de un listado de todos y cada
uno de los anticuerpos de los que disponemos (tanto concentrados como
no concentrados) en los que nos aparece; la cantidad que tenemos de

cada reactivo y la fecha de su caducidad.

A continuacién, os mostramos el control de anticuerpos concentrados

con el que cuenta nuestro servicio, mediante un listado en el que

destacamos tanto la cantidad, como la fecha de caducidad del reactivo:
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ANTICUERPOS CONCENTRADOS (LEICA)

ANTICUERPO FECHA DE CADUCIDAD CANTIDAD
ACETILCOLINESTERASA | pendiente de recibir pedido 1
AMILOIDE BETA 12/05/24 1
ANHIDRASA CARBONICA | 30/04/24 1
(CAIX)

ATRX pendiente de recibir pedido 1
CD44 28/09/23 1
CD99 31/03/24 1
CD123 31/05/25 2
H. PYLORI 31/12/24 1
HHV8 30/04/23 1
IgA 30/05/25 1
MCK (AE1-AE3) 30/04/23 1
MYO D1 30/04/23 1
NEUN pendiente de recibir pedido 1
NEUROFILAMENTOS 30/11/23 1
P57 31/03/24 1
RCC pendiente de recibir pedido 1
R. ANDROGENOS 31/12/22 1
THY 31/01/23 2
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ANTICUERPOS CONCENTRADOS READY TO USE (VITRO)

ANTICUERPOS FECHA DE CADUCIDAD CANTIDAD
ACTH 31/03/23 Y 31/08/2023 4
ALFA 1 ANTITRIPSINA 31/05/23 Y 31/08/23 2
AMILOIDE A 31/08/23 Y 31/10/23 2
AMILOIDE P 31/08/23 , 30/09/23 Y 31/10/23 3
BEREP4 31/08/23 1
CALDESMON 30/09/23 Y 31/12/23 2
CDK4 31/08/23 Y 31/10/23 3
CMV (BIOCARE) 31/03/24 1
C-MYC 31/01/23, 31/08/23 Y 30/09/23 3
CK5/6 31/07/24 3
COLAGENO IV 31/10/23 2
COX 2 31/01/23 2
D240 30/09/23 Y 31/08/24 2
FLI 1 31/10/23 2
GATA 3 31/12/23 Y 30/09/24 3
GLIPICAN 3 31/08/23 Y 31/10/23 2
GLUCAGON 31/01/23 2
GLUT 1 30/11/23 EN USO
GLICOFORINA A 30/11/23 2
HERPES 1 31/01/23 Y 30/11/23 2
IDH1 30/09/23 2
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INI 1 31/07/23 Y 30/09/23 2
IgG4 31/10/23 2
LACTOGENO 31/12/23 1
PLACENTARIO (HPL)

MDM2 31/07/24 Y 31/08/24 2
MIELOPEROXIDASA 31/10/23 Y 31/12/23 4
OCH1E5 (HEPAR) 31/05/23, 31/10/23 Y 30/11/23 3
PAX 2 30/11/23 Y 31/10/23 2
PAX8 30/09/23 Y 31/12/23 2
PROLACTINA 30/06/23 EN USO
PTEN 31/05/23 1
SOX 2 31/08/23 Y 31/12/23 2
SOX 10 31/12/23 Y 31/08/24 7
SV40 31/10/23 2
THY 31/05/23 Y 31/10/23 2
TIA1 30/09/23 1
TREPONEMA 31/05/23 Y 30/11/23 2
TSH 30/09/23 Y 30/11/23 3

En cuanto al control de anticuerpos no concentrados, disponemos de

un listado de 92 paginas, el cual, lo podemos encontrar en el ordenador de

inmunohistoquimica del que disponemos en nuestro servicio. Este listado,

presenta el mismo formato que los anticuerpos concentrados (Anticuerpo-

Fecha de Caducidad-Cantidad). Cada uno de los anticuerpos que estan

abiertos y utilizamos diariamente, iran colocados en la camara frigorifica
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(la cual deberd tener una temperatura maxima de 4°c) en " ‘racks”

enumerados por orden alfabético desde la<Aala Z >.

Sin embargo, los anticuerpos no concentrados que aun no se han
abierto, se almacenaran por orden alfabético colocando las fechas de
caducidad mas recientes en primer lugar y las mas lejanas, al final de

Su estante.

Por ejemplo, si disponemos de 3 CK19 y sus fechas de caducidad son;
23/12/2022, 02/04/2023 y 03/01/2023, el orden de almacenaje de los

anticuerpos en dicho estante sera:

1. CK19 con fecha de caducidad 23/12/2022.
2. CK19 con fecha de caducidad 03/01/2023.
3. CK19 con fecha de caducidad 02/04/2023.

Ademas, cada anticuerpo ira rotulado en su parte superior (tapadera) con

las siglas o iniciales de dicho anticuerpo, para que su busqueda le resulte

mas facil al técnico.
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Ademas de dichos anticuerpos (concentrados y no concentrados), para la
realizacion de las técnicas de inmunohistoquimica, es necesario incorporar

siempre un “Bond polimero detection”. Este kit, puede resumirse como

el kit de rutina esencial, con el que siempre se tiene que contar para poder
hacer la IHQ junto con los demas anticuerpos y al que va agregado un

contenedor de enzima 1 (que previamente habremos diluido).
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Estos kits, también serdn almacenados en la camara frigorifica con el

mismo protocolo descrito anteriormente con los anticuerpos
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8. CONSEJOS A SEGUIR PARA LA REALIZACION DE UNA
MAYOR CALIDAD EN LA TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
Desde el paciente hasta el patélogo, la preparacion de muestras de tejidos
para su examen histoldgico requiere cuidado, habilidad y un procedimiento
delicado. Esta guia proporciona asesoramiento practico sobre las mejores
técnicas, asi como formas sencillas de evitar errores comunes. Por ello,

algunos consejos para obtener una mejor IHQ son los siguientes:

1) Usar secciones de alta calidad

Tenga especial cuidado de utilizar secciones finas y planas que se hayan
secado por completo sobre la preparacion. Las secciones irregulares y mal

adheridas se tifien de forma irregular con tincién de fondo variable.

2) Garantizar una fijacion optima

La buena calidad de la fijacion con condiciones de fijaciébn conocidas y
constantes (tipo de fijador, pH, temperatura, tiempo) produce los mejores
resultados. Se deben comprobar las muestras antes del procesamiento
para determinar si es necesaria una fijacion adicional. Las condiciones de
fijacion inconstantes, que producen tejidos infra fijados o sobre fijados,

producen resultados variables y dificultan la resolucién de problemas.
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3) Evitar problemas de adherencia de la seccion

Evite el uso de adhesivos de seccion a base de proteinas en el bafio de
flotacién especialmente en preparaciones cargadas. Los adhesivos a base
de proteinas pueden bloquear la superficie de la preparacion cargada

provocando una adherencia incoherente y una tincion irregular.

4) Evitar gradientes de concentracion

Los gradientes de concentracion se evitan mediante la aplicacion

cuidadosa de los reactivos.
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5) Elegir el anticuerpo con cuidado

Elija su anticuerpo primario con cuidado en relacién con su sensibilidad y
especificidad. Tenga en cuenta que los anticuerpos vendidos por
diferentes proveedores suelen proceder de la misma fuente y se

reenvasan/etiquetan para su venta.

Es importante utilizar el nombre del clon al evaluar un anticuerpo.

6) Leer las hojas de especificaciones

Compruebe siempre la hoja de especificaciones para determinar la
idoneidad de su método para un anticuerpo concreto. Las hojas de
especificaciones deben actualizarse cuando se compra un nuevo lote de

anticuerpos.
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8) Considerar la reactividad cruzada de anticuerpos

Conozca cualquier posible problema con la reactividad cruzada de

anticuerpos. No se intenta explicar la tincion positiva inesperada.
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9) Evitar latincién de fondo

Siempre se utiliza el bloqueo de proteina adecuado. La tincion de fondo

generalizada se ve a veces debido a un bloqueo de proteina ineficaz.

10) Estandarizar los pasos de lavado

Utilice pasos de lavado estandarizados. Esto garantizara la coherencia de
los resultados. Los resultados son muy variables dentro de los ciclos con

el mismo anticuerpo y entre ciclos en dias diferentes.

Esto puede deberse al uso de diferentes técnicas de lavado por parte de

diferentes operadores.
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11) Optimizar la contratincion

El nivel de contratincion nuclear se regula y estandariza minuciosamente
para no oscurecer la tincién positiva. La contratincion debe proporcionar el
mejor contraste posible entre el cromdgeno y los elementos de tejido de
fondo. Se elige una contratincién adecuada para el cromoégeno utilizado La
contratincidon nuclear a veces es muy fuerte. Esto puede oscurecer la

tincion especifica deébil.
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12) Usar controles adecuados

Utilice siempre controles positivos y negativos adecuados que se

examinen minuciosamente para validar los resultados.
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Los controles internos positivos y negativos también son importantes y

proporcionan un medio excelente para garantizar la calidad en IHC.
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13) Evaluar los resultados con atencién

Sepa qué buscar y donde mirar al evaluar sus secciones de prueba y
controles después de la tincion. Si se observa tincidn en las secciones de

prueba, se supone que las tinciones son satisfactorias.

Intestino tefiido para AE1/AE3. Se ha producido una tincion débil
inesperada del epitelio de la cripta. En la investigacion, se descubrio que

se habia utilizado erréneamente CK20 como anticuerpo primario.

9. CODIGO ETICO Y NORMATIVA SOBRE EL LABORATORIO
DE INMUNOHISTOQUIMICA

Pagina | 32



A

PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

Todo el personal de Inmunohistoquimica se rige por el siguiente

codigo ético:

El laboratorio de Inmunohistoquimica tiene el fin de garantizar la Medicina

de Precision en Anatomia Patoldgica, participando en el desarrollo y la

implementacion de marcadores con valor predictivo, asegurando al

paciente calidad, equidad, accesibilidad e indicacién clinica en su

diagndstico y respuesta a terapias dirigidas. Ademas proporciona acceso

a distintos biomarcadores con valores diagndsticos y pronosticos.

> PRINCIPIOS GENERALES:

v

v

Todo el personal perteneciente al Laboratorio de
Inmunohistoquimica ha de tener la voluntad de mantener una
conducta integra como exigencia de la pertenencia al
Laboratorio.

Todo ejercicio realizado en el Laboratorio de Inmunohistoquimica
es un servicio que responde integramente a los intereses del
paciente.

El presente Cédigo Etico expresa la voluntad de todo el personal
del Laboratorio y de Inmunohistoquimica e informa del contenido

de los reglamentos que rigen al Laboratorio.

> AMBITO DE APLICACION:

El presente cédigo sera de aplicacibn a todo el personal de

Inmunohistoquimica, incluyendo:

v
v
v

<

Jefe del Servicio de Anatomia Patoldgica.

Supervisor/a del Departamento de Anatomia Patoldgica.
Médicos adjuntos responsables del Laboratorio de
Inmunohistoquimica.

Director del laboratorio de Inmunohistoquimica. J

Jefe de Seccion del laboratorio de Inmunohistoquimica.

Bidlogos adjuntos del Laboratorio de Inmunohistoquimica.
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v' Técnicos Especialistas del Laboratorio de Inmunohistoquimica.
El respeto y la aceptacion de las disposiciones del presente Cédigo Etico

son exigibles a todos los cargos del Laboratorio de Inmunohistoquimica.

> PRINCIPIOS ETICOS:
El comportamiento ético del personal de Inmunohistoquimica se centra en
la honradez como virtud personal, en el compromiso, en el desemperfio de
sus funciones y en el servicio a los intereses generales del Laboratorio,
siempre debiendo prevalecer a los intereses particulares, evitando asi
mermar la confianza en la competencia, la imparcialidad asi como la

integridad operacional del Laboratorio de Inmunohistoquimica.

v El laboratorio de Inmunohistoquimica se compromete a ejercer
sus funciones de forma transparente, no estando sujetos a
ningun acuerdo financiero indebido, ni a ninguna otra presion ni
influencia que pueda mermar la eficacia del laboratorio.

v El laboratorio de Inmunohistoquimica se compromete a declarar
de forma abierta y apropiada la existencia de conflictos
potenciales en intereses contrapuestos siempre que los haya.

v' El laboratorio de Inmunohistoquimica se rige segun el Real
Decreto 664/1997 del 12 de Mayo en el que se establece la
garantia de proteccién a los trabajadores contra los riesgos
relacionados a la exposicion a riesgos biolégicos durante el
trabajo.

v El laboratorio de Inmunohistoquimica se rige segun la Orden
2095/2006, del 30 de Noviembre, de la Consejeria de Sanidad y
Consumo, por la que se regulan los requisitos técnico-sanitarios,
y de apertura y funcionamiento de Centros de Diagnostico de
Anatomia Patolégica en la Comunidad de Madrid.

v El laboratorio de Inmunohistoquimica se cifie al cumplimiento de
todas las obligaciones descritas en la Clausula de

Confidencialidad del Personal.
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v' Auxiliar/Facultativo de la FJD, a la Politica de Seguridad del
Grupo IDC Salud, asi como a la LOPD, Ley Organica 15/1999,

de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter

Personal.
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B.Histoquimica

1. INTRODUCCION

La histoguimica se fundamenta en la tincién de estructuras celulares o

moléculas presentes en los tejidos, gracias a la afinidad de estos con colorantes
especificos. La reaccion de coloracion de estas estructuras o moléculas en su
formato original, es posteriormente visualizada en el microscopio Optico o

microscopio electrénico.

Su objetivo es poner en manifiesto, a través de colorantes generales y
especificos, las moléculas que se hallan en los tejidos a través del estudio de la
distribucion tisular, para de esta manera lograr detectar cualquier alteracién o

enfermedad que se encuentre en el tejido.

Las técnicas de histoquimica son metodologias de trabajo aplicadas por los

histotecnologos, que consisten en realizar diferentes tinciones a una porcion de
tejido que se somete a investigacion. Estas tinciones se emplean para poder
apreciar las diferentes estructuras que conforman al tejido estudiado y
dependiendo de la estructura que se desea investigar es la tincién que se va
aplicar. EI nombre de histoquimica es aplicado porgue la coloracién implica una
reaccion quimica en la cual intervienen moléculas del tejido al que somete el

proceso cientifico

Las reacciones quimicas a las que es sometido el tejido se basan en modificar
el tejido para que se permita una mejor captacion del color dependiendo de
lo que se desea analizar. De esta forma existen diferentes técnicas especificas
para proteinas, carbohidratos, nucledtidos entre otros elementos celulares

importantes para ofrecer un diagndstico.

La técnica histoquimica mas frecuentemente aplicada es la reaccion de tipo PAS

(Periodic_Acid _Schiff). Esta técnica es util para valorar la degeneracion

fibrinoide, ya que tifie de rojo los depdsitos de fibrina y permite visualizar

elementos infecciosos como parasitos y hongos.

2. OBJETO
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Manejo homogéneo por parte del TEAP sobre el funcionamiento de las

magquinas en la sala de inmunohistoquimica e histoquimica.

3. ALCANCE

Todos los TEAP.

4. EQUIPAMIENTO NECESARIO
e Reactivos especificos de cada maquina
e EPI's

e Reactivos necesarios para poder realizar la tincion de histoquimica.

5. TECNICAS DE HISTOQUIMICA

Para la realizacion de las técnicas de histoquimica, se necesitan diferentes
reactivos y colorantes quimicos, los cuales van a tefiir las células tisulares con el
fin de detectar cualquier alteracion o enfermedad que se encuentre en el tejido.
En nuestro laboratorio de anatomia patoldgica, contamos con determinadas

técnicas histoquimicas, cuyos reactivos quimicos describiremos a continuacion:

> AZUL ALCIAN

Es un método de tincidon que se emplea para detectar polisacaridos en tejidos,
tanto glucégeno como mucopolisacaridos. También es una buena tincién para
membranas basales y cartilago. Las partes del tejido que se tifien
especificamente con este tinte, se vuelven de azul a verde azulado después de
la tincion, y se denominan “alcianofilicas”. Esta tincion puede combinarse con los

métodos de tincion H-E, PAS y Van Gieson.
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> FIBRAS ELASTICAS

Esta tincion se utiliza para evidenciar las fibras elasticas en un tejido biolégico y
en especial las enfermedades que lo afectan. Estas fibras elasticas se modifican
a partir del método “Orceina” y son particularmente utiles para fibras delicadas
y finas. Las fibras elasticas y los nucleos celulares se tifien de negro, las fibras
de colageno de rojo y otros elementos del tejido incluyendo el citoplasma se tifien

de amarillo.

> GIEMSA

La tincion de Giemsa es un tipo de coloracion de muestras clinicas (tejidos,
sangre), basada en la mezcla de colorantes acidos y basicos. Es muy util para
estudios citolégicos, ya que permite la observacion de estructuras especificas de
las células. Ademas, permite la observacion diferencial del nacleo y el citoplasma
celular, puesto que el ADN queda tefiido de un fuerte color azul. Esta tincién se

emplea en organismos sin pared celular y eucariotas (con nucleo).

|

Pagina | 38



PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA

» GROCOTT

El Grocott es una tincibn muy util para la identificacion de hongos y bacterias,
mayormente en muestras de pacientes con infecciones respiratorias y
neumonias. Ej: infeccion por Pneumocystis, en pacientes inmunodeprimidos con
VIH...etc. Es una tincion esencial y debe utilizarse siempre que se sospeche de

una patologia de etiologia fungica.

> MUCICARMIN

Permite la observacién de membranas basales y algunas mucinas. Esta técnica
se aplica para la clasificacion como paso inicial en la identificacion de las
bacterias. Los patélogos suelen utilizar esta tincién para hacer el diagnéstico de

adenocarcinoma.
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> PAS (Periodic Acid Schiff)

Esta técnica es la mas comun y la mas utilizada. Valora la degeneracion
fibrinoide, ya que tifie de rojo los depdésitos de fibrina y permite visualizar

elementos infecciosos como parasitos, hongos y otros microorganismos.

La tincion de PAS tifie los componentes celulares que contienen hidratos de
carbono, por ejemplo algunas membranas celulares, células caliciformes en la
mucosa del intestino, fibras reticulares que estan rodeados por hidratos de
carbono, etc.

> * PAS DIASTASA

La tincion de Pas Diastasa, es una tincion de PAS que se usa en combinacion

con la diastasa, una enzima que descompone el glucégeno.

La tincion de PAS, suele manifestarse por un color magenta profundo. Sin
embargo, cuando se combina con la diastasa, pasa a ser un color rosa claro

reemplazando al magenta.

Las diferencias en las intensidades de las dos tinciones (PAS y PAS-D) se

pueden atribuir a diferentes concentraciones de glucogeno en las muestras. Los
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patologos suelen utilizar esta tincion como estudio auxiliar para realizar un

diagndstico histologico en muestras de tejido.

Un ejemplo de PAS-D en uso es mostrar una metaplasia gastrica /duodenal en

adenomas duodenales.

» AZUL DE PERLS

La tincion de perls pone de manifiesto la presencia de hemosiderina en el
citoplasma de cualquier tipo de célula. Se emplea fundamentalmente sobre frotis
de médula 6sea para localizar estos depoésitos de hierro en las células del

Sistema Mononuclear Fagocitco y en eritroblastos.

Asch Bronconeumo! 1. 2010;46:565-7

» RETICULINA

Es un método de impregnacion con plata, que tifie de negro las fibras de
reticulina. Es muy util para evidenciar lesiones de la pituitaria y malformaciones
vasculares. Si el proceso de tincion se ha realizado correctamente, el fondo de
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la preparacion sera casi incoloro y las fibras de reticulina estaran tefiidas de

negro-marronoso y el colageno de amarillo.

> TRICROMICO DE MASSON

Esta tincibn es una técnica de coloracion especial que permite visualizar
claramente las fibras de colageno tipo | que forman fibras gruesas en los tejidos,
como la piel, el corazon y los musculos. Si la tincion se ha realizado de forma

correcta, el resultado al microscopio debera ser:

v' La fibra de colageno se vera de color azul.

v' El ndcleo se tifie de negro.

v" Los musculos, el citoplasma y la queratina se tifien de rojo.
v

El fondo se tifie de rojo.

» ZIEHL NEELSEN
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En la tincion de Ziehl-Neelsen se utiliza el compuesto fendlico carbol fucsina, un
colorante basico. Se utiliza para la identificacion de bacterias acido-alcohol

resistentes, como la tuberculosis.

» ROJO CONGO

El rojo Congo es un método de tincidn que se utiliza para detectar amiloide en
el tejido. El tejido amiloide se colorea en diversas tonalidades que van desde el
rosa hasta el rojo intenso visto al microscopio 6ptico. En este tipo de tincién
cuando el pH esta comprendido entre 3.0 y 5.2 se vuelve rosa. Sin embargo, en

presencia de una acidez superior este indicador se vuelve azul.

Ademas, esta técnica utiliza colorantes e indicadores de pH que permiten
detectar ciertas patologias. Puede revelar focos de cancer temprano en la
mucosa gastrica, siendo utilizado como un marcador de acidez. La técnica se

fundamenta en que el rojo Congo a pH acido es de color negro.
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6. CONTROL DE CALIDAD SOBRE LOS REACTIVOS
QUIMICOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO DE AP

Para que se lleve a cabo una buena realizacion de las técnicas de histoquimica,
es fundamental que el estado y almacenamiento de los reactivos que se utilizan
sea el adecuado. Para ello, en nuestro laboratorio contamos con un control de
calidad mediante el cudl, disponemos de un listado en el que consta tanto la

cantidad como la fecha de caducidad de dicho reactivo.

TECNICA CANTIDAD FECHA DE CADUCIDAD
AZUL ALCIAN 1 25/02/23
FIBRAS ELASTICAS 1 31/05/23
GIEMSA 1 31/01/23
GROCOTT 2 30/11/22- 28/02/22
MUCICARMIN 1 30/11/22
PAS 1 30/11/22
PAS DIASTASA 1 31/10/22
PERLS 1 31/12/22
RETICULINA 2 30/11/22- 30/04/23
TRICROMICO 2 31/10/22 -30/11/22
ZIEHL 2 31/07/23- 31/08/23
ROJO CONGO 1 31/12/22

7. ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS
Para mantener una buena calidad y buen estado de todos los reactivos
mencionados anteriormente, el técnico de anatomia patolégica debera
asegurarse de dejar siempre bien tapados cada reactivo una vez que ya se

hayan utilizado, y ademas almacenarlos correctamente.

Pagina | 44



PUESTO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA
Nuestro laboratorio cuenta con varios kits de tincion. La mayoria de ellos, se
almacenan en un estante a temperatura ambiente. Sin embargo, de todos los kits
gue disponemos, hay 5 de ellos, en los que algunos reactivos de cada kits, se
deberan almacenar en la camara frigorifica, la cuél deberé tener una temperatura

maxima de 4°C. Estos kits son:

Reticulina.

Tricrobmico de Masson.
Mucicarmin.

PAS.

PAS Diastasa.

ANANENANEN

Para que haya una distincion entre los que tienen que almacenarse en la camara
frigorifica y los que se almacenan a temperatura ambiente, cada reactivo cuenta

con una linea de color roja o azul en su parte superior.

La linea de color azul indicara que dicho reactivo debera ser almacenado en la
camara frigorifica. mientras que el reactivo que tenga una linea roja, indicara que

debera ser almacenado a temperatura ambiente.
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En cuanto a los kits de tincion que se almacenan a temperatura ambiente, se
colocaran en wunos soportes de color negro y cada Kkits, ordenado
consecutivamente. Ademas, en el borde de dicho soporte, se colocara una

etiqueta en la que se indique el nombre de cada reactivo.
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Por ultimo, a la hora de hacer cualquier técnica de histoquimica, es obligatorio

y esencial, agregar un reactivo llamado “Clearing Solution”. Este reactivo es
necesario ya que su funcién es actuar como “kit de limpieza” una vez que ha

finalizado el procedimiento de tincion.

("Da ko
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8. REGISTRO DE INCIDENCIAS SOBRE LA MAQUINA DE
HISTOQUIMICA

Es muy importante tener un control y un registro sobre cualquier incidencia que
se produzca en el laboratorio de histoquimica. Por ello, nuestro centro posee
una hoja de registro en la que el técnico de anatomia anotara cualquier
incidencia que se produzca en cuanto a la maquina de histoquimica.

En dicha hoja, se apuntara:

v La fecha en la que ha surgido dicha incidencia.

v Una breve descripcién de lo ocurrido.

v' El nombre y apellido del técnico de anatomia que ha detectado dicha
incidencia.

v Poner de manifiesto que se le ha avisado al servicio técnico.

v" Fecha de Resolucion.

v" Procedimiento paso a paso de coémo ha ocurrido dicha incidencia.

Una vez rellena dicha hoja, esperaremos a que el servicio técnico de la casa
comercial a la que pertenece la maquina venga a nuestro hospital para que se

solucione el problema lo antes posible.
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10. ANEXOS

AX01-POE_HUT_AP_0007 HOJA PETICION TECNICAS ESPECIALES

AX02-POE_HUT_AP_0007 PROCESAMIENTO CON OSNA

AX03-POE_HUT_AP_0007 PROCESAMIENTO CON IDYLLA
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11. MODIFICACIONES

FECHA

MODIFICACION INTRODUCIDA

REVISADO POR

APROBADO POR

OBSERVACIONES
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