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RESUMEN

Fundamento: una de las vias fundamentales para garantizar la calidad en los
laboratorios clinicos es mediante el uso del suero control o controlador. El alto costo de
estos productos en el mercado nacional es una problematica hoy en dia.
Objetivo: evaluar la estabilidad de un suero bovino adulto para proteinas totales como
controlador bioquimico en los laboratorios clinicos.

Método: se realizd un estudio cuasiexperimental, mediante muestreo probabilistico
durante tres afios (enero de 2010-diciembre de 2012). Se evalud la estabilidad a
tiempo real del suero enriquecido con proteinas totales durante 12 meses a dos
temperaturas (refrigeracion y congelacién). El estudio quedd disefiado para tres lotes
por mes y tres determinaciones por lote, para un numero total de muestra del estudio
(N=63).
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Resultados: se obtuvo un suero control liquido para proteinas totales. La
concentracion de proteinas totales, en el producto obtenido en condiciones de
refrigeracion y congelacién se mantuvieron estables por un tiempo de 12 meses. El
producto obtenido al compararse con el suero control de la firma OLYMPUS, mostrd
fluctuaciones similares con respecto a la concentracion de proteinas totales.
Conclusiones: se logré un material de referencia como controlador estable por un

periodo de 12 meses.

DeCS: SUERO/quimica; ESTANDARES DE REFERENCIA; ANALISIS DE SECUENCIA DE
PROTEINA; CONTROL DE CALIDAD; EPIDEMIOLOGIA EXPERIMENTAL.

ABSTRACT

Background: one of the main ways to guarantee the quality in clinical labs is by using
a control serum or controller. A problem we face is the lack of these products in the
domestic market due to their high cost.

Objective: to evaluate the stability of an adult bovine serum for total proteins as a
biochemical controller in clinical labs.

Method: a quasiexperiment was conducted during three years (January 2010-
December 2012) through a probabilistic sampling. The stability in real time of the
serum enriched with total proteins was evaluated during 12 months under two
temperatures (refrigeration and freezing). The study was designed for three batches
per month and three determinations per batch, for a total number of sample of the
study (N=63).

Results: a liquid control serum for total proteins was obtained. The concentration of
total proteins in the product obtained under refrigeration and freezing conditions kept
stable for 12 months. The obtained product, when compared to the control serum from
the company OLYMPUS, showed similar fluctuations regarding the concentration of
total proteins.

Conclusions: a reference material was obtained as a stable controller for a period of
12 months.

DeCS: SERUM/chemistry; REFERENCE STANDARDS; SEQUENCE ANALYSIS, PROTEIN;
QUALITY CONTROL; EPIDEMIOLOGY EXPERIMENTAL.
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INTRODUCCION

La quimica clinica es la rama del laboratorio clinico que estudia las alteraciones
cuantitativas y cualitativas que ocurren en las sustancias del organismo desde el punto
de vista quimico valiéndose de métodos analiticos. Este estudio se hace con los
objetivos siguientes; investigar, diagnosticar, seguir la evolucién de las enfermedades,

controlar los efectos de medicamentos.! 2

Los métodos analiticos se utilizan en quimica clinica para conocer la presencia o
concentracion de las multiples sustancias y elementos que componen o existen en los
seres humanos, aunque puede ser utilizado con los mismos objetivos en animales, e
incluso algunos de estos en las plantas.>* Para que los resultados de estos métodos
sean altamente confiables cada laboratorio debe poseer un sistema bien establecido y
organizado para controlar la precisidon y exactitud, lo cual tiene un largo historial de

aplicacién en los laboratorios de diagndstico clinico.>®

Para las investigaciones en la quimica clinica, existen actualmente varios fabricantes
reconocidos de sueros controles para diagndstico y patrén, dentro de ellos se
encuentra la firma oliympus y la human diagnostica que producen un control quimico
liquido a partir del suero bovino, ajustandole analitos con varios extractos animales y

otros analitos no proteicos. %'?

A pesar de los esfuerzos hechos durante la década pasada, la situacidon actual de los
laboratorios clinicos de Latinoamérica se caracteriza por un nivel insuficiente de
confiabilidad en los resultados, lo que se ha observado en datos de garantia de calidad
en paises miembros de la Confederacion Latinoamericana de Bioquimica Clinica
(COLABIOCLI). En muchos paises subdesarrollados los laboratorios estdn en
desventajas en virtud de la no disponibilidad o alto costo de estos productos, por lo
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alienta a la produccion local de

materiales de control de calidad para asegurar su disponibilidad.*?**
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La falta de estandarizacion y de criterios unificados en materia de calidad, sugieren
indicar la direccion que asegure la eficacia del trabajo y facilite la labor de los
laboratorios clinicos, para lograr resultados que sean clinicamente Utiles.**>°

El objetivo del trabajo fue evaluar la estabilidad de un suero control para ser utilizado

como controlador bioquimico en los laboratorios clinicos.

METODOS

Se realizé un estudio cuasiexperimental, mediante muestreo probabilistico desarrollado
durante tres afos (enero de 2010 - diciembre de 2012), la evaluacion del producto se
realizé en el Centro de Inmunologia y Productos Biolédgicos (CENIPBI) de la Universidad
de Ciencias Médicas de Camagiiey (UCM-C). La materia prima (sangre) se extrajo de la
Unidad de Productos Bioldgicos (UPB) situada en el kildmetro 8 del primer anillo,
municipio Jimaguayu, de la provincia de Camagley. El estudio quedd disefado para
tres lotes por mes y tres determinaciones por lote, para un nimero total de muestra
del estudio (N=63).

En la investigacién se han observado cuidadosamente los disefios metodoldgico y
experimental, reconocidos por diferentes autores como claves para alcanzar resultados
verdaderamente confiables y cientificos, y punto de partida de una practica

investigativa verdaderamente ética y responsable.

Analisis estadistico

Se empled el paquete estadistico SPSS 15 para Windows del 2003. Las variables
independientes seleccionadas para este estudio fueron: tiempo y temperatura y la

variable dependiente: concentracién de proteinas totales.

Se tuvo en cuenta que la concentracién de las proteinas totales tiene una distribucion

normal, se disefid un analisis paramétrico. Se aplicé el ANOVA simple y la prueba de

Tukey, se compararon las medias. 32%%!

Especie animal utilizada
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La especie seleccionada para estos estudios fueron 20 bovinos adultos de la raza Cebd,
con certificado de salud emitido por el Instituto de Medicina Veterinaria (IMV). El peso
corporal promedio de los animales fue de como 340,9 kg, con una edad promedio de
cinco anos, donados por la Unidad de Obtencién de Productos Bioldgicos

pertenecientes al Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos (CENIPBI).

Preparacion del suero control con preservante

Se utilizd el persevante comercial etilenglicol (Koch-Light Laboratorios Ltd
Cod.337.918.478080) en una concentracion final en el suero del 15 %. Al suero
descongelado y en reposo se le extrajo el 15 % del volumen total, el cual fue restituido

por el preservante.

- Preparacion de los lotes para el estudio de estabilidad

Con el pool de suero procesado se conformaron tres lotes, segin las Normas del

CECMED (Centro nacional de sanidad agropecuaria).'®

Se realiz6 la dispensacion del suero en viales de 5 mL limpios, secos, de color ambar,
bien tapados, esterilizados y etiquetados; este proceso se realizé bajo condiciones de

esterilidad en un flujo laminar.?1°

Disefio del estudio de estabilidad

El estudio quedd disefiado para tres lotes por mes y tres determinaciones por lote,

para un numero total de muestra del estudio (N=63). &

Las pruebas para demostrar estabilidad del producto se realizaron teniendo en cuenta
el estudio “a largo plazo o a tiempo real” con una duracién de 12 meses y una
frecuencia de ensayo en los meses 0, 1, 2, 3, 6, 9 y 12. Las temperatura probadas

fueron (4 °C) refrigeracidn y (-20°C) congelacién. 2
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Se evalud la estabilidad del producto a través de la determinacién de proteinas totales,
para ello se utilizé el método Biuret 19 que tiene un intervalo de referencia 40-80 g/L.
La concentracidon de la muestra se determind a través de un calculo matematico segun
los resultados analiticos de: absorbancia de la muestra, absorbancia y concentracién
de la solucién de referencia albumina. Los valores de absorbancia fueron medidos en el
espectrofotémetro de fabricacion japonesa modelo ERMA AE-600 a una longitud de
onda de 530 nm.

RESULTADOS

El comportamiento de la concentracién de las proteinas totales para el producto
obtenido y conservado refrigeracion (4 °C) y congelacion (-20 °C) durante 12 meses y
el comportamiento del estandar internacional de la firma OLYMPUS. Se trabajaron tres
lotes por mes, con tres determinaciones por lote (N=63). Se realizé un ANOVA simple
p<0,05. El eje de las “y” mostrd la concentracion de proteinas totales que se expresa

en mg/mL. El eje de las “x” muestra el tiempo en meses. (Grafico 1)

Grafico 1. Comportamiento de la concentracion de |as proteinas totales
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Esta figura demuestra que existieron fluctuaciones en las concentraciones durante el
tiempo y como se discute mas adelante, no estan asociadas a la estabilidad del
producto ya que mantienen su comportamiento dentro del rango permisible, por lo que
podemos asumir que el producto mantiene su estabilidad durante los estudios

realizados.

Las medias de las concentraciones en las proteinas totales se distribuyen alrededor del
valor medio, pero con una ligera tendencia a la disminucidn. Esto puede estar causado
por el proceso de degradacién de las proteinas que tiene lugar en dos etapas: la
desnaturalizacidon y la degradacion, esta ultima implica la pérdida total de la actividad
de la proteina. Existen factores desnaturalizantes de las proteinas como la urea,
incremento de la temperatura, cambios de pH y fuerzas idnicas o de lo contrario que

exista un error de tipo sistematico en los ensayos de laboratorio.>?%2

Por tanto, una disminucién en los valores de concentraciéon podran tenerse en cuenta
en la estabilidad de las proteinas totales en un tiempo prolongado. Este parametro
puede ser usado como controlador en la quimica clinica para determinaciones en
humanos pues los valores fluctian en el rango entre (68, 5 — 75, 07) g/L, cifras que se

corresponden con los valores de referencia en la especie bovina (67 - 75) g/L.?3

Por otra parte, se procedié a evaluar la estabilidad “a tiempo real” realizado en 12
meses, se representd comportamiento de las proteinas totales en el suero bovino
adulto conservados en refrigeraciéon (4 °C) y congelacién (-20 °C). Se trabajaron tres
lotes por mes, con tres determinaciones por lote (N=63). Se realiz6 un ANOVA simple
p<0,05. El eje de las “y” muestra la concentracidon de proteinas totales que se expresa
en g/L. El eje de las “x” muestra el tiempo en meses, no reveld diferencias
significativas entre ambas temperaturas (p<0.05), se demostr6 que el
almacenamiento tanto en condiciones de refrigeracion como en condiciones de
congelacién no afectd la estabilidad de las proteinas totales en el suero; algunos
autores plantean que la mayoria de los constituyentes, incluido las proteinas totales de
los sueros estabilizados con Etilenglicol al 15 %, pueden preservarse tanto a -20 °C
como a 4 °C indistintamente, e incluso son estables a temperaturas mayores (25 y 37

°C) por cortos periodos de tiempo.'® (Gréfico 2)
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Grafico 2. Comportamiento de las proteinas totales en el suero bovino adulto
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Un resultado interesante se observd cuando se evalud el empleo del preservante en el
suero control. Para eso se realizé un estudio en las diferentes temperaturas en estudio

refrigeracion (4 °C) y congelacion (-20 °C).

El estudio de la variable tiempo a una temperatura de almacenamiento de refrigeracion
con el preservante de estudio (etilenglicol), no existio diferencias significativas en la
concentracion de proteinas totales entre los meses estudiados para una p=0.34. Se
trabajaron tres lotes por mes con tres determinaciones por lote para N=9. Se realiz6
un ANOVA simple para p<0,05. (Grafico 3)

DISCUSION

La confiabilidad en la precisidon y exactitud de los resultados que brinda el laboratorio
clinico en los analisis de las muestras que en él se estudian, depende de un complejo

sistema que engrana multiples factores y estrategias. La implementacion del sistema
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de aseguramiento de la calidad (SAC) incluye aspectos diversos y muy complejos que
no son objetos de estudio en el presente trabajo. Sin embargo, pueden considerarse
alternativas y decisiones con la finalidad de lograr tal objetivo, entre tanto se
implemente el SAC, las cuales ayuden a la obtencidon de resultados confiables para
clinicos y pacientes. Uno de estos aspectos es trabajar en la obtencién de controles de

referencia.

El objetivo del trabajo fue evaluar la estabilidad de un suero control para ser utilizado
como controlador bioquimico en los laboratorios clinicos. Por este motivo, es
importante brindar un controlador de referencia que presente condiciones quimicas
muy similares a las reportadas por la literatura, ° donde tendrd lugar la reaccion
especifica para cada uno de los instrumentos de medicién, asi como los procederes,
influiran sobre la conmutabilidad del resultado. De esta forma los laboratorios clinicos
tendrian valores estandarizados con un calibrador estable, a falta de estandares

internacionales. %*

Este sistema de controles constituye un eslabon de una compleja estructura que
asegura en parte, el proceso de calidad del método por ellos empleados. Es importante
hacer énfasis en este aspecto, pues se observa en la practica diaria, la variabilidad
entre los ensayos de diferentes laboratorios, que en muchas ocasiones llega a ser
superior al 25 % de forma tal que describe el nivel de desempefio alcanzado, en el
area del laboratorio abarcado por el programa de evaluacién externa de la calidad
(EEC). Al utilizar correctamente los programas externos de la calidad se estimula el
desarrollo de la garantia de calidad, el control interno de la calidad (CIC) dentro de los

laboratorios participantes.?>2®

Los programas de evaluacion externa de la calidad (EEC) y el control interno de la
calidad (CIC) seran vistos como componentes de una politica general que incluye otros
aspectos tales como duracion del ciclo entre la toma de muestra y entrega del informe,
errores groseros, el entrenamiento del personal del laboratorio, seguridad del personal
y el uso apropiado del laboratorio por parte de los autores que incluye la interpretacion
de los datos. Los costos de la implementacion de programas de calidad tienen que ser

evaluados frente al desperdicio de recursos de trabajo; la EEC permite la comparacion
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de la calidad entre los laboratorios de forma tal que describe el nivel de desempefio

alcanzado, en el area del laboratorio abarcado por el programa de EEC. 172

En el afio 2003 Westergard, et al, *® expusieron lo siguiente: el principio del control
interno de la calidad radica en que las variaciones observadas representan variaciones
tales como: la variabilidad de un frasco a otro y la estabilidad de los lotes de

materiales controladores reducen la capacidad de determinar errores.

Para que estos programas sean exitosos y provean datos objetivos e independientes y
funcionen como un impulso educativo para mejorar, los participantes deben tener
confianza en la validez cientifica del disefio del proyecto como también confianza en

Ssus operaciones.

Existe una tendencia en el mundo a la preparacion de los estandares de referencia de
origen bioldgico para el caso de la enzima fosfatasa alcalina, se hace la extraccion de
la placenta humana, tiene esta enzima las mismas caracteristicas que la fosfatasa

alcalina que se encuentra en el suero del paciente para usar este como control.?”3!

Para la elaboracién de suero control liquido para quimica clinica existen varias vias:

filtracion, liofilizacion y estabilizacion por adicion de sustancias quimicas.

En el Ultimo caso es muy apropiado el etilenglicol como preservante aunque se
estudiaron también el timerosal, borato, fluoruro, azida sddica y antimicrobianos; es
recomendado como fuente de materia prima el suero bovino pero hay paises que no lo

pueden utilizar y entonces se recomienda el suero equino o porcino.*°

Se plantea que aquellos sueros restituidos con etilenglicol al 15 %, presentan una
estabilidad de todos los componentes al menos durante ocho meses, lo cual no se

observa en las enzimas cuya estabilidad esta reportada hasta cuatro meses.®

Con respecto al uso de preservantes para productos bioldgicos se encontraron reportes
de la conservacion de un hemolisado a partir de sangre bovina estabilizado con
etilenglicol (EG), propilenglicol (PG) y sorbitol(S). También fue notificado el uso del
propilenglicol al 15 % como reconstituyente para suero liquido estabilizado.?*>*
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En la literatura revisada no se encontraron estudios del efecto de los preservantes
propilenglicol y etilenglicol, sobre la actividad de las enzimas transaminasas pirlvica
(TGP), transaminasas oxalacética (TGO), fosfatasa alcalina (FA) y amilasa. Los
resultados observados evidenciaron la incapacidad de estos productos de mantener la
estabilidad de la actividad enzimatica en el tiempo, al no diferir significativamente de
las muestras carentes de ambos preservos. Un hemolisado humano que contiene
etilenglicol almacenado a -20 ©°C, mantuvo las concentraciones constantes de
hemoglobina durante 372 dias; en cambio, a 4 °C la estabilidad del preparado solo fue

por 15 dias y descendié a dos dias cuando se mantuvo a temperatura ambiente.*

CONCLUSIONES

El suero control obtuvo la estabilidad esperada al utilizar el etilenglicol como
preservante, se logrd el efecto protector esperado sobre la actividad del suero control.
Por tal motivo, el suero control propuesto en el trabajo presentd una estabilidad de 12

meses, aspecto a tener en cuenta para su futura comercializacion.
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