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Optimiza tu 

técnica IHQ



• Optimizar (RAE): “Buscar la mejor 

manera de realizar una actividad”.

• Optimizar en IHQ:

– Optimizar la técnica

– Optimizar tiempos de ejecución

– Optimizar costes y recursos











Pilares básicos en la 

optimizacion de IHQ

1. Elección del Ac y clon apropiado.

2. Elección de un control positivo 

apropiado.

3. Fijación y procesamiento adecuado del 

control.

4. Recuperación antigénica apropiada y 

eficiente.

5. Sistema de detección robusto, espe-

cífico y con adecuada sensibilidad.



Selección del anticuerpo

• Problema 1:

– ¿qué Ac compro?

• Problema 2: 

– ¿qué dilución empleo? ¿tiempo de 

incubación?

• Problema 3:

– proporciona baja sensibilidad

• Problema 4: 

– proporciona baja especificidad

Falsos negativos y falsos positivos



Selección del anticuerpo

• ¿Qué proteína queremos detectar?

• Busqueda de Ac:

– Referencia de trabajos publicados (PubMed)

– Webs Programas control Calidad IHQ:

• www.seap.es/index.asp

• www.nordiqc.org/

• www.ciqc.ca/

• www.ukneqas.org.uk

– Buscadores de Ac en internet:

• www.labome.com

• www.antibodybeyond.com/

• ¿Ac policlonal o monoclonal? ¿cocktail de Acs?

• Valorar especificidad y sensibilidad del Ac

http://www.seap.es/index.asp
http://www.nordiqc.org/
http://www.ciqc.ca/
http://www.ukneqas.org.uk/
http://www.labome.com/
http://www.antibodybeyond.com/




Baja sensibilidad



Inespecífico



Cadenas ligeras Ig

Efecto de la dilución del Ac



Variaciones de lote a lote:



Elección control positivo apropiado

• Problema 1:

– ¿qué control positivo utilizo?

– ¿tejido normal o tumor?

• Problema 2:

– ¿se tiñen las células que deberían 

teñirse?

• Problema 3:

– ¿qué patrón de tinción debo esperar?

• Problema 4:

– ¿es adecuada la intensidad de señal?









Control recomendado para CD45

Hígado



Control fijado y procesado 

adecuadamente

• Adecuada fijación del tejido:

– Problema 1: retraso en iniciar la fijación

– Problema 2: fijación excesivamente corta

– Problema 3: exceso de fijación

• Adecuado procesamiento del tejido:

– Problema 1: decalcificación agresiva

– Problema 2: grosor del corte

– Problema 3: cortes almacenados

Falsos negativos y falsos positivos









Decalcificación agresiva







Recuperación antigénica apropiada 

y eficiente

• Problema 1:

– ¿necesito recuperación Ag?

– ¿qué tipo de recuperación Ag empleo?

• Problema 2:

– ¿qué buffer uso?

– ¿a que pH?

– ¿cuánto tiempo?

Falsos negativos y falsos positivos



Para el 95 % de los epítopes es preferible el 

pH 8-9 al pH6





Tiempo de recuperación Ag



Optimo Excesivo



Tipo de Buffer





pH del Buffer







pI 5,63

pI 10,00

pI 4,97

pI 5,00





Recuperación Ag enzimática





Sistema de detección 
• Problema 1:

– ¿qué sistema empleo?

• Problema 2:

– Sistemas de detección basados en biotina

• Problema 3:

– Peroxidasa endógena

• Problema 4:

– Sensibilidad de los sistemas de detección

Falsos negativos y falsos positivos



Biotina endógena!!

Biotina endógena





No deberían 

usarse en IHQ 

sistemas de 

detección 

basados en 

biotina









Qué sistema de detección/amplificación 

emplear en cada plataforma?











La optimización de un nuevo Ac para IHQ es 

un desafío, técnicamente complejo, pero NO 

MISION IMPOSIBLE!!
– Elección adecuada del Ac primario.

– Elección de un adecuado control positivo.

– Adecuada fijación y estandarización del procesamiento 

del tejido.

– Eficiente recuperación Ag.

– Sistema de detección/amplificación robusto, específico y 

sensible.



GRACIAS!!


