Gestion de calidad del 1aboratorio de Patologia Molecular

Enrique de Alava

Laboratorio de Patologia Molecular
Centro de Investigacion del Cancer.
Universidad de Salamanca-CSIC
Salamanca

ededlava@usal .es

Lo que en su momento fue un area de trabajo muy especializaday algo esotérica, relegadaala
investigacion bésica, es ahora ya rutina en muchos servicios de patologia. Hablamos de la
Patologia Molecular. Existen hoy dia pruebas especificas para méas de 300 enfermedades de base
genética, numerosas pruebas diagnésticas de organismos patogénicos, y marcadores
diagndsticos, prondsticos o predictivos de enfermedades neoplésicas.

L as grandes capacidades de esta tecnologia llevan aparejadas una gran cantidad de regulaciones
legales, éicas y de gestion de cdidad para los laboratorios que estan implicados en estas
actividades. La gran capacidad de amplificacion de una PCR, por gemplo, requiere la
implementacion y cumplimiento de numerosos procedimientos de laboratorio para evitar la
contaminacion y los resultados falsos positivos. Esta misma capacidad de amplificacion hace
técnicamente posible la obtencion de una gran cantidad de informacion genética incluso sin que
el paciente sea consciente o de su consentimiento. En €l caso particular de las pruebas genéticas,
ademéds, s mangan datos reamente delicados, sobre todo porque pueden revelar la
predisposicion de un paciente a desarrollar cierta enfermedad en un futuro préximo o lgjano

I ntroduccion

El objetivo de un laboratorio de Patologia Molecular Diagndstica es € de ofrecer diagndsticos
reproducibles y fiables en todo tipo de muestras (tgjidos, liquidos organicos). Para conseguirlo
el laboratorio debe tener persona cudificado (patélogos, técnicos y persond sanitario y
administrativo), cuyo trabgjo debe ser revisado segin la normativa de calidad vigente para los
[aboratorios clinicos (1SO 9000, etc.).

Control de calidad es d conjunto de los procedimientos redizados en un laboratorio,
destinados a asegurar la reproducibilidad de los métodos empleados en e mismo.

Mejora de la calidad esel conjunto de reglas, procedimientosy habitos necesarios para asegurar
gue los resultados que e laboratorio ofrece son fiables. Los laboratorios deben poner en marcha
y mantener un programa de mejora de la calidad que debe contener normas gue regulen como
minimo:

1. Monitorizacion y evaluacion de la cdidad de los resultados ofrecidos.

2. Lacomunicacion répiday precisa de los resultados obtenidos.

3. Lacapacitacion del persondl.

4. ldentificacion y resolucion de los problemeas.

Todas las pruebas deben llevarse a cabo en un laboratorio autorizado, bagjo la responsabilidad de
un director. Deben designarse directores de calidad en cada laboratorio para disefiar y mejorar
los planes de control/mejora de la calidad. En € caso de un laboratorio de Patologia Molecular
Diagnostica, € responsable debe ser un patdlogo con solida formacién en Patologia Molecular.



L as fuentes de informacion de las que se parte para generar los informes de control/mejora de la
cdidad, incluyen: los informes de patologia molecular, € libro de entrada de muestras, y todos
los soportes donde consta la cadena de procedimientos que llevan al diagnéstico, que deberan
estar registrados en los libros de laboratorio destinados para cada préctica redizada, y las hojas
de peticién que acompafian a cada muestra. El laboratorio lleva a cabo reuniones periddicas de
su persond pararevisar las normasy reglas que afectan ala calidad del trabagjo realizado.

Personal

El laboratorio debe tener un sistema (Sistema de Calidad amparado por la Normativa vigente)
para evauar la competencia profesiond de sus miembros. Este debe incluir una supervision
directa de la redizacion de las pruebas de ruting, incluyendo la recepcion, mango,
procesamiento de muestras, redlizacion de pruebas diagnosticas, resultados, informes y
gjecucion del programa de control de calidad. Esta evaluacion deberia llevarse a cabo de manera
periddica, 0 Sempre que se requiera por motivos extraordinarios 0 sin previo aviso (“Auditoria
Interna’).

El director del laboratorio y € equipo directivo deberén participar en las actividades de megjora
de la calidad, y esta participacion debe constar por escrito. Hay que asegurarse que todos los
miembros del laboratorio, incluidos aguellos que lo estén sblo de manera temporal (becarios,
etc.) conocen los planes de control y mejora de la calidad.

C6mo poner a punto un nuevo método diagndstico
1. Antes de comenzar.

El director del laboratorio debe considerar la necesidad clinica, € coste, la facilidad y los
beneficios esperables de la prueba antes de invertir e tiempo necesario para disefiarla. En
particular, para cada nuevo método un buen criterio es S & mismo va a reemplazar un
antiguo método més caro 0 menos efectivo (p.g. sudtituir e Southern blot por laPCR ala
hora de estudiar los reordenamientos del gen de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas para evaluar la clonaidad de una poblacién linfoide), o s va a afectar d
cuidado clinico de un paciente, por gemplo haciéndolo mas llevadero y menos costoso
(p.g. € estudio molecular de la presencia de Mycobacterium tuber cul osis puede obviar las4
semanas de tiempo que dura un cultivo microbiol égico en dar resultados).

Hay que seleccionar la técnica que mas se gjuste a la ateracién molecular que se quiere
estudiar. Cada técnica proporciona una informacién diferente. Algunas pueden usarse para
detectar alteraciones que afectan a cromosomas enteros (p.gf e FISH, Southern blot),
mientras gque otras son mejores para las mutaciones puntuales (p.g) secuenciacion). Algunas
son muy laboriosas (como € Northern blot), mientras que otras, como la PCR, son
relativamente répidas de redizar. Algunas preservan la morfologia, como la hibridacion in
situ, mientras que otras no la respetan (PCR), o0 lo hacen parcialmente (FISH). Unas son
muy buenas para cuantificar la expresdon de un gen, como € ‘dot blot’ o la PCR
cuantitativa, mientras que otras son sdlo cudlitativas, como la RT-PCR.

También hay que tener en cuenta € volumen de casos que se van arecibir y van a requerir
la técnica en cuestion, especidmente para evauar su coste (reactivos, equipamiento,
personal, espacio de laboratorio).

Hay que preguntarse, ademés de lo anterior, S e hecho de desarrollar é método en €
propio laboratorio merece la pena (en cuanto a tiempo, recursos, etc.) en comparacion con €l
hecho de enviar € caso a un laboratorio externo, de referencia.

2. Debe redizarse un disefio dd nuevo método, incluyendo habitualmente controles positivos
y hegativos conocidos, teniendo en cuenta la naturaleza cke las muestras, € tipo de reactivos
gue hace falta fabricar/reconstituir, como calibrar/programar los aparatos y como ensefiar a



personal la realizacion del método. Véanse las secciones especificas respecto a controles de
los experimentos.

3. Validacion de la prueba previamente disefiada. Se realiza a través de un grupo de muestras
de pacientes con caracteristicas conocidas respecto a parametro gque se va a medir. Por
gemplo a la hora de poner a punto una PCR para Mycobacterium tubercul osis habra que
incluir biopsias informadas como ‘tuberculoss en las que se vean granulomas y bacilos
acido-acohal resistentes, otras biopsias con granulomas informados como ‘compatible con
tuberculosis debido a la ausencia de bacilos, y otras muestras en las que sepamos con
seguridad que no hay tuberculosis. Para cada método nuevo hay que comprobar su
reproducibilidad y hay que medir la sensibilidad y especificidad. No basta con asumir la que
los autores de las referencias empleadas dan en sus articul os.

4. El protocolo, completamente disefiado y validado, puede comenzar a usarse teniendo en
cuenta todos los requerimientos de una prueba clinica. Por gemplo debe haber un protocolo
escrito y disponible para todo € persona implicado en la redlizacion de la nueva técnica,
hay que ener claro como se redlizan los informes y qué informacion deben tener (ver
seccion especifica), conviene redizar un estudio de costes, y hay que explicar las
indicaciones del nuevo método diagnostico a los médicos de otros departamentos clinicos
gue van a solicitar las pruebas.

M étodos diagndsticos (una vez validados).

El laboratorio debe tener un sistema para monitorizar las variaciones entre un lote de un
producto y otro del mismo producto, ya sea un reactivo, kit, calibrador o control. Debe haber
criterios para determinar s estas diferencias son aceptables.

El laboratorio debe tener un mecanismo para identificar y evaluar los resultados de las pruebas
gue son discordantes con pardmetros clinicos relevantes, como la edad, sexo u otros parametros
clinico-patoldgicos (p.g un sarcoma de Ewing con fusion génica EWS-FLI1 en una mujer de 60
afos). También debe haber un libro en € que se recojan los casos dificiles o instructivos.

Un laboratorio que redliza la misma prueba empleando diferentes métodos o instrumentos,
(como por gemplo deteccion de los reordenamientos de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas empleando Southern blot o PCR), o realiza la misma prueba en diversos tipos
de muestras (p.g. de material congelado/de parafina, de sangre periféricaltgjido) deberia tener
un sistema para evaluar posibles discrepancias a menos dos veces a afio.

En las pruebas cuditativas € laboratorio debe poder documentar sobre qué base se informan los
resultados como ‘positivos, ‘negativos, es decir, cud es € umbral a partir del cual un caso se
informa como positivo 0 negativo, 0 como se determina e grado de reactividad.

Debe establecerse el tiempo que necesita una prueba para ser informada. Esto vale tanto para
un informe definitivo, escrito, mmo para un informe provisiona. A titulo orientativo € tiempo
necesario para un informe definitivo debe ser:

Clondidad linfoide, VDJTCR: 15 dias
Amplificacion de MY CN: 15 dias
PCR de tgjido congelado: 10 dias
PCR de material de parafina: 15 dias



El laboratorio debe desarrollar un libro de protocolos:

1
2.
3.

10.
11
12.

13.
14.
15.
16.
17.

Numerando cada protocolo y empleando un formato standard;
Que contenga referencias a la literatura cientifica relevante,

Que esté disponible en todo momento en las areas de trabagjo del persona implicado en la
toma, procesamiento o manipulacion de los especimenes recibidos.

Los libros 0 manuales de instrucciones incluidos en los aparatos o kits pueden incluirse en
el libro de protocolos para la descripcion de cada método.

Se pueden usar los libros de texto o los articulos cientificos como suplemento a cada
protocolo, pero no en su lugar.
El libro de protocolos puede ser e ectrénico pero siempre tiene que estar impreso.

Deberia incluir los procedimientos necesarios para redizar: La toma, procesado y
almacenaje de muestras, y la preparacion de reactivos, soluciones, controles, calibradores y
tinciones.

Limitaciones de cada uno de los procedimientos.

La manera en que cada método se optimizo.

Control de cdidad/mejora de la caidad.

Cdlibracion.

Comprobaciones del funcionamiento de cada aparato, mantenimiento preventivo del
ingtrumental.

COmo enviar especimenes a otros centros.

Como calcular los resultados y como redlizar los informes, incluyendo g emplos.

Vaores de referencia, rangos, incluyendo los valores extremos o alarmantes.

Seguridad bioldgica o ante la radiactividad.

Referencias oportunas a la literatura cientifica.

Existen ciertos datos importantes relativos a las sondas de DNA o a los primers de PCR que
deben estar disponibles en d libro de protocolos. Se trata del tamafio, de la secuencia de
nucledtidos, la localizacion de la secuencia diana en € cromosoma, datos sobre 1os vectores
empleados para clonar, o lugares de restriccion rel evantes.

Cada uno de los procedimientos, asi como s revisiones, debe ir fechado y firmado por €
director del laboratorio.

Equipos

El laboratorio debe redlizar y documentar una inspeccion periodica del equipamiento e

instrumental:

1. Al menos con tanta frecuencia como la que recomienda € fabricante.

2. Cuando se sospeche que funciona mal, ya sea porque aparente tener un problema, o porgue
haya sufrido un accidente (p.g. una caida).

3. S d laboratorio se desvia de lo requerido por e fabricante, deberia vdidar dicha

desviacion.



Deberia redlizarse un mantenimiento preventivo de la maguinaria del laboratorio para asegurar
gue se encuentra en condiciones Optimas. En particular deberia haber un protocolo escrito para
el mantenimiento de las centrifugas, balanzas, bafios-maria, y blogques térmicos.

Las areas y equipamiento de ambiente controlado (estufas, campanas, congeladores, etc.) deben
mantenerse en condiciones Optimas. Los parametros a estudiar incluyen la temperatura,
humedad, contenido en CO,, cdidad del agua, proteccién de fluctuaciones de la corriente
eléctrica, etc. deben monitorizarse y registrarse de manera periddica. Por gemplo deben
establecerse |os rangos aceptables de temperatura. Su mantenimiento puede verificarse mediante
termégrafos y se pueden conectar |os dispositivos evaluados a un sistema electronico de darma
gue se conectan cuando la temperatura rebasa ciertos limites.

Cada laboratorio debe emplear un agua de calidad adecuada para cada instrumento, kit o
sistema. Los laboratorios que producen su propia agua deben considerar parametros como €

pH, contenido en silicatos, materia organica, bacteriana o particulada a la hora de evauar su
calidad.

Controles

En € programa de control de calidad del laboratorio los controles y calibradores deben
emplearse tal y como lo especifica € fabricante para vadidar los resultados, monitorizar los
reactivosy las caracteristicas de los instrumentos o kits.

Cuando un laboratorio recibe resultados de un laboratorio de referencia, éstos deben incluirse en
d informe origina y no deben aterarse. Los controles y calibradores deben emplearse en
paraelo y de la misma manera con las muestras de |os pacientes.

En las pruebas cuditativas deben incluirse un control positivo y otro negativo a no ser que €
fabricante emplee controles mas astringentes.

El laboratorio debe monitorizar todas las fases dd estudio, incluyendo € procesamiento de los
especimenes, amplificacidn, hibridacion y deteccion a través de los controles apropiados y usar
controles de hibridacién y amplificacion cada vez que se redlice un estudio de una muestra. Los
controles minimos son los empleados durante la validacion del método o los establecidos por €
fabricante.

Se recomienda e estudio de un caso control de cada técnica a mes. Si una técnica se redliza
poco frecuentemente (seis veces a afio 0 menos), € control deberia realizarse cada vez que se
realice latécnica

También se recomienda la redizacion de un control de senshilidad. Para redizarlo una
poshilidad es mezclar una pequefia cantidad de muestra positiva con un exceso de muestra
negativa, por gemplo 1/20 para una senshbilidad del 5%.

En concreto, en los métodos que incluyen amplificacion de DNA se necesitan los siguientes
controles:

1. Control blanco/agua. Un tubo de reaccion que contiene agua en lugar de &cido nucleico. Se
emplea para descartar contaminacion de reactivos. Todos los reactivos deben aicuotarse
cuando se reciben. De ese modo € |aboratorio debe deshacerse de todas las dicuotas usadas
en e caso de que € resultado de un experimento aparezca contaminado, y repetirlo con
alicuotas nuevas.

2. Control negativo. Se utiliza un &cido nucleico de caracteristicas conocidas en lugar del
acido nucleico problema para descartar amplificacion inespecifica de secuencias diferentes
a las secuencias problema.



3.

Control positivo. Se redliza para asegurarse que una muestra de un paciente que contenga
incluso una minima cantidad del &cido nucleico esperable, producira un resultado positivo
en e experimento. El tamafio dd fragmento que se amplifica en € control deberia ser
amilar a del fragmento amplificable en la muestra problema, puesto que unas malas
condiciones de amplificacion pueden originar una ausencia de amplificacion de fragmentos
grandes, mientras que |os pequefios aln se pueden amplificar.

Control sin transcriptasa inversa parala RT-PCR. Un resultado positivo en una RT-PCR
cuando no se afiade transcriptasa inversa indica que hay contaminacion de reactivos o de la
muestra. Cuando € control blanco/agua es negativo, un resultado positivo en e control
desprovisto de transcriptasa inversa indica que:

a) no son los reactivos de PCR los que estan contaminados, sino los reactivos
empleados en la extraccion de RNA o la propia extraccion.

b) la muestra de RNA esta contaminada con DNA gendmico, que es d que se amplifica
en lugar del RNA. Para evitar este problema es importante disefiar los primers de tal

manera que hibriden en exones adyacentes, separados por intrones largos; de ese modo
el amplicon a nivel de cDNA, donde no hay intrones, es muy corto, mientras que €

correspondiente a DNA gendmico es tan grande (incluye € intrén) que impide la
amplificacion.

Cuando se redlice una PCR cuantitativa, se deberia co-amplificar un gen de expresion
congtitutiva (housekeeping gene) en cada caso.

S se va a redlizar una evaluacion cuartitativa la cantidad de producto de PCR deberia caer
dentro del rango de amplificacion lineal. Hay que incluir controles de dilucion. Se debe evitar
que la intensdad de la sefia sature & medio que se emplea para detectarla (pelicula
radiogréfica, etc.).

El laboratorio que emplee técnicas de amplificacion debe poner en marcha y redizar
procedimientos que impidan la contaminacion de acidos nucleicos. Algunos de elos son:

1

Un flujo de trabgo en una sola direccion desde la zona de preamplificacion hasta la de
postamplificacion.

La preamplificacion debe llevarse a cabo en un area especifica, 0 en una habitacion
separada, desprovista de DNA amplificado.

Debe minimizarse la contaminacién de la muestra durante € periodo de preamplificacion.

El equipamiento y & materia de proteccion empleados en la zona de preamplificacion
deben ser diferentes a los empleados en la postamplificacion. Esto incluye los guantes,
pipetas, batas de laboratorio, guantes, gafas de seguridad, etc.

Los reactivos empleados en preamplificacion no deben emplearse en las areas de trabgjo de
postamplificacion.
Las muestras no deben dejarse o usarse en las areas de postamplificacion.

Algunos métodos pueden necesitar, ademas, barreras fisicas estrictas. Se recomienda que
haya habitaciones separadas para |as técnicas de preamplificacion y de postamplificacion. Si
todas se redlizan en la misma habitacién hay que definir areas dedicadas a cada fase del
trabgjo, por gemplo preparacion de la muestra, preparacion de reactivos, amplificacion y
deteccion.

Se recomienda € uso de puntas de pipeta con filtro y de guantes desechables para los
procesos de preamplificacion.

Para | os procedimientos que necesitan un termociclador, € laboratorio deberia:



1
2
3.

Programar e termociclador siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Llevar a cabo comprobaciones unavez al afio.

Llevar a cabo comprobaciones de temperatura del bloque térmico una vez a mes, usando a
menos 1/12 de los pocillos. Esto permite que se compruebe la funcién de todos los pocillos
cada afo. Hay que registrar las desviaciones de la normalidad y la velocidad de incremento
de la temperatura Esto puede llevarse a cabo mediante un dispositivo debidamente
caibrado.

En los estudios de hibridacion in situ hay que induir:

1

Un control positivo interno. La presencia de tincion positiva en células normales del tejido
(por gemplo RNA de cadenas kappa o lambda en células plasméticas) sirve para descartar
falsos negativos.

Un control negativo interno. La presencia de tincion en células que se sabe que son
negativas para e nucledtido buscado, sugiere un resultado falso-positivo.

Controles externos negativos y positivos. Se han de emplear S no hay controles internos
positivo 0 negativo. Se trata de usar un corte gpropiado, procesado con las mismas
condiciones que € caso problema, que es un tgido cuyo resultado positivo 0 negativo se ha
demostrado previamente. Sin embargo, puesto que puede haber diferencias de fijacion,
inclusion, etc., los resultados del control positivo hay que interpretarlos con cuidado, y son
siempre menos fiables que los controles internos.

Se deben emplear los siguientes controles en € Southern blot:

1

Fotodocumentacion. Tras la digestion por enzimas de restriccion y dectroforesis, las
imégenes deben confirmar que la digestion y la migracion han sido correctas.

Control de sensibilidad. Se carga unade las calles del gel con la cantidad minima detectable
de DNA, tipicamente un 5% de la poblacion de células tumorales.

Control de linea germinal. Ayuda a comprobar s la digestion del DNA problema fue
completay adecuada. Se suele usar DNA de placenta humana

Marcadores de peso molecular, que abarquen € rango de la mayoria de los fragmentos de
restriccion.

El laboratorio deberia tener un mecanismo para asegurarse que se mantienen temperaturas
constantes de hibridacién alo largo de todo € proceso.

El laboratorio debe tener un mecanismo para verificar que la transferencia del gel a la
membrana es completa.

En las pruebas cuantitativas € laboratorio debe poder controlar que se estudia una cantidad
smilar de cada muestra.

En las pruebas cuantitativas € laboratorio deberia induir a menos dos muestras con
diferentes concentraciones de cdibrador o control.

El laboratorio debe readlizar una calibracion de cada méodo manua o automético.

Deben conservarse |os resultados reales obtenidos de cada controal, incluyendo los diagramas de
control de calidad, y los documentos que reflgjan para cada fecha los controles y calibradores
empleados en € laboratorio.

Deberia existir un programa que posbilitara € intercambio de muestras entre laboratorios que
realicen pruebas smilares. Este seria un excelente método de control externo de calidad.



Cuando se detecta un fallo en los controles, debe haber un protocolo para intentar resolver €

problema y debe quedar constancia escrita de los pasos que se han llevado a cabo para resolver
€ problema Por poner un gemplo, e sistema empleado en Memoria Sloan-Kettering Cancer
Center se denomina Straight A, en la que ese plan debe identificar quién o qué debe cambiar,
quién es e responsable de esa accion se redlice, cudl es la accién apropiada para la causa,

objetivo o intensdad del problema, y cuando se espera que e cambio descrito tenga efecto.
Todas las actividades realizadas, asi como las soluciones a las que se llega deben quedar escritas
en un libro.

Materiales

Cada reactivo empleado debe estar rotulado para indicar € nombre, concentracion, condiciones
de amacenamiento, fecha de preparacion / apertura, fecha de caducidad, otra informacion,
fundamentalmente referente a las caracteristicas de toxicidad, volatilidad, inflamabilidad del
reactivo.

Los reactivos, especidmente los inflamables, deben almacenarse en habitaciones separadas,
adecuadamente ventiladas. El material radiactivo necesita un adamiento especia, con
recipientesy armarios forrados de laminas de plomo.

No se deben intercambiar los componentes de los kits.

Hay que revisar los reactivos para descartar que estén contaminados. Cuando se sospecha que
estén contaminados deben dejar de usarse. Por eso es importante € emplear controles positivos
y negativos en cada prueba redlizada. Conviene alicuotar todos los reactivos cuando se reciben.
Se puede usar una dicuota para cada experimento o para un pequefio grupo de dlos. Esto
permite deshacerse de una dicuota en caso de que e experimento haya resultado contaminado.

En cada electroforesis hay que emplear marcadores de peso molecular de tamafio conocido que
abarquen los tamafios esperados de los productos que se obtienen en e procedimiento
empleado.

Informacién

El laboratorio debe asegurarse de que los resultados queden almacenados de manera correcta en
e sistema informético. Este debe estar protegido de interrupciones de corriente eléctrica asi
como de acceso indebido de personal no autorizado. Debe haber un mecanismo para que
cuando € sistema informatico sea reemplazado por uno mas moderno, la informacién contenida
en e sstema antiguo esté disponible en & nuevo.

Al menos de manera ideal, los equipos automatizados (p.g. sistemas de fotodocumentacion,
sistemas robotizados de extraccion de &cidos nucleicos) deberian poder conectarse a los
sistemas integrales de gestion de informacion de los laboratorios, y éstos, a los sistemas de
gestion de Anatomia Patol ogica.

Los sistemas y protocolos de tratamiento de la informacion deben cumplir los criterios y
procedimientos previstos en la Ley Orgéanica de protecciéon de datos de caracter personal
(LOPD) en o que serefiere a:

Seguridad de los datos (Articulo 9 de la LOPD)

Deber de secreto (Articulo 10 de laLOPD)

Acceso de los datos por cuenta de terceros (Articulo 12 de la LOPD)



Derechos de las personas. acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion (Articulos 15y
16 delaLOPD).

Creacion, modificacion o supresion de ficheros. Notificacion e inscripcion registral
(Articulos 20, 25y 26 de laLOPD).

Esto requiere la adopcion de medidas tales como la redaccion de dbcumentos de seguridad,
funciones y obligaciones del persona, registros de incidencias, control de acceso, identificacion
y autenticacion, gestion de soportes, gestion de copias de respaldo, o medidas parad control de
acceso fisico al laboratorio, etc.

Etica

Como queda recogido en € apartado anterior, toda la informacion generada en € laboratorio
debe ser considerada confidencia, y debe definirse de ese modo a persond del mismo que
pueda tener acceso a dicha informacion. Dicho persond debe firmar un convenio de
confidencialidad.

Seguridad

Deben observarse las necesarias precauciones con las muestras recibidas. Esto quiere decir que
todas las muestras de sangre y algunas de liquidos organicos deben tratarse como S contuvieran
HIV o virus B de la hepatitis u otros patdgenos por via sanguinea.

Esté prohibido comer, fumar, beber, llevar lentes de contacto o aplicarse cosméticos en las areas
de trabajo que presentan un riesgo razonable de exposicion a agentes dafiinos o infecciosos. La
comida y bebida deben amacenarse fuera de las &reas de trabgjo en armarios 0 neveras
dispuestas a tal efecto, y no en &reas donde haya sangre o0 agentes potencia mente nocivos.

No se puede pipetear con laboca. Hay que emplear dispositivos mecanicos.

Debe haber espacio suficiente para que todas las actividades del |aboratorio puedan realizarse
con seguridad, especidmente en lo que concierne a espacio de trabajo en poyatas, preparacion
y amacenamiento de reactivos.

El laboratorio debe tener las necesarias licencias para uso de radioisotopos, asi como un manual
donde se explicite como emplearlos con seguridad, que incluya procedimientos de
decontaminacion. El persona autorizado para emplearla debe contar con las licencias
correspondientes y debe haber una persona encargada de supervisar € uso seguro y eficiente de
materid radiactivo. Las &eas donde se utiliza radiactividad deben quedar adecuadamente
sefidizadas, y deben contar con pantallas de metacrilato o un material que protgja al personal.
Todos los envios de nucledtidos deben redlizarse directamente en € laboratorio, donde habra un
libro de entrada donde conste la cantidad y la fecha de recepcién del envio.

Hay que emplear guantes siempre que se prevea gque va a haber contacto con sangre, otros
materiales potencialmente infecciosos, 0 cuando se toquen superficies u objetos contaminados.

Debe haber una campana de humos o una wnidad de filtracion quimica disponible para todos los
procesos que necesitan productos quimicos volétiles.

Informes

S6lo deben informarse aquellos casos en |los que los controles positivos y negativos tengan €
resultado adecuado. En caso de que se descubra en un caso ya informado que sus controles no
eran correctos, debe emitirse un informe complementario con las correcciones efectuadas.



Cuando un laboratorio recibe resultados de un laboratorio de referencia d que envié una
muestra, éstos deben insertarse en @ informe origind.

Los informes deben indicar d méodo empleado y los limites de sensibilidad (técnicos y
diagnosticos) del método en cuestion.

Los informes deberian incluir al menos la siguiente informacion:
1. Identificacion del laboratorio.

Identificacion del paciente.

Informacion sobre la muestra: Tipo de muestra, modo en € que llega (fijada, en fresco,
etc.), estado en e que llega (en estado correcto, descongelada, etc.)

4. Procedimientos que se han realizado. Tipo de técnica, adteracion molecular que se esta
buscando, detalles de latécnicareaizada, sensibilidad y especificidad.

5. Resultado. Resultado de la prueba, vaores de referencia (rango), cuaquier implicacion
clinicade halazgo.

6. En d caso de la hibridacion in situ hace fata la evaluacion smulténea de los datos
histol6gicos de la misma seccion estudiada por la técnica, pues a redizar muchos cortes
seriados se puede dterar la morfologia de unalesion focal.

Bibliografia

Association for Molecular Pathology Statement. Recommendations for in-house devel opment
and operation of molecular diagnostic tests. Association for Molecular Pathology. Am J Clin
Pathol 1999;111:449-463

Clinical Laboratory Evaluation Program. Wadsworth Center. New York State Department of
Health. http://www.wadsworth.org/labcert/blood tissue/index.htm. Nueva York, Estados
Unidos.

College of American Pathologists. Laboratory Accreditation Program checklists.
http://www.cap.org/apps'docs/laboratory accreditati on/checklists/checklistftp.html

Garcia-Rojo M. Equipamiento informético ideal en un servicio de Anatomia Patolégica. Rev
Esp Patol 2003; 36:235-256

Quality Assessment Plan. Laboratory of Molecular Pathology. Department of Pathology.
Memoria SloanKettering Cancer Center. Nueva Y ork, Estados Unidos, Febrero 2004.

Agradecimiento
El autor agradece la revisién critica del manuscrito a Teresa Hernandez Iglesias, Técnico
Superior de Andisisy Control del Banco de Tumores del CIC,

10



