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PALABRAS CLAVE Resumen

Estabilidad muestras; Se presenta un estudio multicéntrico realizado en 12 hospitales andaluces sobre la
Calidad en fase estabilidad de 24 magnitudes del suero.

preanalitica; Se analizaron muestras de suero de 5 pacientes de cada hospital, sometidas a 4
Degradacion térmica temperaturas en los siguientes medios: congelador, nevera, ambiente y estufa, durante
acelerada; periodos fijos entre 1y 7 dias.

Estrés térmico Se registraron las temperaturas en cada medio. Para estudiar la degradacion se calcul6 la
acelerado pendiente de la recta de regresion de cada suero, para cada magnitud y para cada centro,

durante los 7 dias. Los logaritmos naturales de estas pendientes de degradacion se usaron
frente a las temperaturas absolutas de cada medio en cada centro, para obtener una recta
de regresion conjunta para cada magnitud.

Se acord6 aceptar como nivel de pérdida de estabilidad el de 1,65 veces el control de
calidad analitica (CV) para esa magnitud.

Se ha hecho la prediccion de estabilidad con 4 temperaturas elegidas, y se ha obtenido un
rango que ha ido desde la magnitud mas estable, i6n cloruro (33,1; 25,9; 22,5y 19,6 dias),
para las temperaturas de —20°C, +4°C, +20°C y +37 °C, respectivamente, a la magnitud
menos estable, alanina aminotransferasa (4; 2,6; 2 y 1,6 dias), para las temperaturas de
—20°C, +4°C, +20°C y +37°C, respectivamente.

La imprecision de dichas predicciones se ha calculado mediante el intervalo de confianza
del 95%.

* Comunicacién premiada en el | Congreso del Laboratorio Clinico de Sevilla 2007. Autores participantes en el estudio: Rosario Aguilar
Pefia (Complejo Hospitalario de Jaén)Purificacion Gallardo Flores (Hospital de Antequera. Malaga)Juan José Pérez Guerrero (Hospital de Baza.
Granada)Francisca Garcia Caballero y Rocio Jiménez Machado (Hospital de Huércal Overa. Almeria)Fernando Pérez Valero (Hospital de
Linares. Jaén)Gemma Alvarez Corral y Félix Gascon Luna (Hospital de Pozoblanco. Cordoba)Javier Lazaro Rodriguez, Salvador Moreno Hevilla
y M. Jes(s Gutiérrez (Hospital de Ronda. Malaga)Aurora Jurado (Hospital I. Margarita. Cabra. Cordoba)Fernando Rodriguez Cantalejo (Hospital
Reina Sofia. Cordoba)M. de la Cruz Rueda Rubio (Hospital Torrecardenas. Almeria)Radul Ramos (Hospital V. Victoria. Malaga)Ana Luisa Delgado
Garcia, Diego Santotoribio y Fernando Mancha Molina (Hospital Virgen del Rocio. Sevilla). Coordinador del estudio: Fernando Recio Quijano

¥ 7 Los autores declaran que no existe ning(in conflicto de intereses en la realizacién de este trabajo

*Autor para correspondencia.

Correo electroénico: frecio@cica.es

1888-4008/S - see front matter © 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.
doi:10.1016/j.labcli.2008.08.002


dx.doi.org/10.1016/j.labcli.2008.08.002
mailto:frecio@cica.es

Estudio multicéntrico de la estabilidad de las muestras de suero mediante un protocolo de degradacion acelerada 85

KEYWORDS
Stability Samples;
Preanalytical
coefficient;
Accelerated thermal
degradation;
Accelerated thermal
stress

Este protocolo de degradacion acelerada mediante estrés térmico puede usarse para ver la
estabilidad de magnitudes mas inestables, o en otros medios (orina, sangre total, etc.).
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Multicentre study on the stability of serum samples using an accelerated degradation
protocol

Abstract

A multicentre study is presented on the stability of twenty four serum biochemical
parameters in twelve Andalusian hospitals.

Serum samples from five patients from each hospital were stored at four different
temperatures, as follows: freezer, refrigerator, room temperature and incubator, for
periods from 1 to 7 days.

Actual temperatures were recorded for each medium. In order to study degradation, the
slope of the regression line for each serum sample over the seven day period was
calculated. Then, their natural logarithms were used, together with the absolute
temperatures in each medium and laboratory, to calculate a new regression line for each
parameter.

It was decided to accept that a sample was degraded when it reached a value 1.65 times
the analytical coefficient of variation for this parameter.

The prediction for degradation at the four temperatures showed a range of values from the
most stable, chloride ion (33.1; 25.9; 22.5 and 19.6 days) to the least stable, alanine
aminotransferase (4; 2.6; 2 and 1.6 days), for temperatures of —20°C, +4°C, +20°C and
+37 °C, respectively.

The imprecision of the predicted values was estimated with the confidence interval at 95%.
This protocol of accelerated degradation by thermal stress can be used to study the
stability of other, more unstable parameters, or in other media: urine, whole blood, etc.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La estabilidad de las muestras bioldgicas enviadas al
laboratorio es un asunto de importancia, ya que, en
numerosas ocasiones, se trasladan desde lugares mas o
menos distantes, y en condiciones diversas, no siempre
ideales. Esto ocasiona que las magnitudes a estudiar puedan
sufrir procesos de degradacion que conduciran a que su
medicion posterior en el laboratorio proporcione valores
distintos a los que dichas muestras tenian originalmente.

La mayoria de los materiales bioldgicos consiste en una
compleja mezcla de moléculas diversas, susceptibles de
sufrir, por efecto de la temperatura, cambios conformacio-
nales o disociativos, que conducen, por efecto del paso del
tiempo, a una alteracion de su reactividad en el procedi-
miento analitico.

Por tanto, los factores que de forma mas clara van a
afectar a la estabilidad seran la temperatura a que se
mantiene la muestra y el tiempo que transcurre desde su
obtencion del paciente hasta el momento de analizarla.

Por otra parte, los numerosos estudios realizados sobre la
estabilidad de diversas magnitudes muestran discordancias
que a veces son muy acusadas, probablemente debido a
diferentes protocolos de estudio’®.

El presente trabajo, iniciativa de la Sociedad Andaluza de
Analisis Clinicos, intenta establecer un protocolo de ensayo

estandar para estudiar el efecto de las variables tempera-
tura y tiempo de permanencia durante el transporte de las
muestras hasta el momento de su analisis.

Materiales y métodos
Obtencién de las muestras

Han participado en el estudio 12 laboratorios de hospitales
publicos de Andalucia. Cada laboratorio tomoé una
muestra adicional de sangre a 5 pacientes ambulatorios sin
aspecto de enfermedad manifiesta, excluyendo a nifios o
ancianos. En total se analizaron muestras de 60 pacientes.
De cada paciente se obtuvo su consentimiento verbal ante
uno o mas testigos, tras informarle del propdsito del
estudio.

Se extrajeron 30ml de sangre a cada paciente, en tubos
sin ningun conservante ni anticoagulante, ni gel separador.
Tras la centrifugacion se separaron 21 alicuotas. Una
alicuota de suero fue analizada de forma inmediata, y el
resto de alicuotas fueron sometidas a los tratamientos de
“estrés térmico acelerado”’~'°, manteniéndolas congela-
das, en nevera, a temperatura ambiente, o calentadas a
37°C, por los periodos descritos en la tabla 1.
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Tabla 1 Programa de estrés térmico acelerado de las muestras

Temperatura Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Lunes
Ambiente (20 OC) to t ty t3 ts t;
Nevera (4 °C) t4 ty t3 ty ty
Bano a 37 °C t t, t3 ts ty
Congelador (—20°C) t4 ty t3 ty ty

Alicuotas obtenidas de cada suero y su permanencia en cada medio termostatizado. La muestra t, representa la que es analizada de
forma inmediata. El resto permanece por tiempos variables a cada temperatura: t; = 1 dia; t; = 2 dias; t3 = 3 dias; t4 = 4 dias; t; =7

dias.

Tratamiento térmico

Para alcanzar las temperaturas esperadas se sumergieron los
tubos de suero, debidamente marcados, en alcohol mante-
nido desde varios dias antes en un congelador, en un
recipiente con agua guardado en la nevera, en un recipiente
con agua mantenido a temperatura ambiente, o en una
estufa de cultivos mantenida a 37 °C.

Previamente al comienzo del estudio, cada laboratorio
utilizé un termometro digital para comprobar la tempera-
tura y su estabilidad en cada uno de los medios usados.
Cuando se observo una desviacion considerable en el rango
de temperatura esperada (en torno a —20°C, 4-6°C, +20°C
y 37°C), se ajustaron los elementos térmicos empleados.

Durante los 7 dias de duracion del estudio, se registrd
diariamente la temperatura de cada medio (congelador,
nevera, temperatura ambiente o estufa), para usar los
valores en el calculo de degradacion.

Duracion de los tratamientos térmicos

Las muestras de suero se mantuvieron a cada temperatura
durante periodos diferentes. Asi, una muestra de cada
paciente fue analizada de forma rapida (menos de 30 min
tras la separacion del suero). Es el considerado como tiempo
cero, y por tanto como el valor inicial de cada magnitud
analizada, o valor al 100%, sin degradacion.

El resto de las muestras fueron mantenidas por periodos
de tiempo de 1, 2, 3, 4y 7 dias. Transcurridos estos tiempos,
se analizaron las muestras de los 5 pacientes. La tabla 1
describe las duraciones de los tratamientos térmicos en cada
grupo de alicuotas de suero.

Controles de calidad

Cada centro calculo el coeficiente de variacion del control
de calidad interno e interdia de nivel intermedio, utilizando
para ello los datos obtenidos en cada una de las magnitudes
analizadas en este estudio en los Ultimos 3 meses.

Asimismo, se analiz6 en paralelo un suero de control de
valor intermedio durante los 7 dias de duracion del estudio.

El primero se utilizé para el calculo de prediccion de
estabilidad (véase “Analisis de datos”, punto 6), mientras
que el segundo, control intraensayo, permitido comprobar
que las posibles derivas de las mediciones analiticas durante
el estudio se mantuvieron en valores pequefos.

Magnitudes analizadas

Se han medido las magnitudes detalladas en la tabla 3. Para
ello se han utilizado los equipos de uso habitual en cada
Laboratorio, sin realizar ajustes ni calibraciones fuera de las
habituales.

Recogida de datos

Para la recogida de datos se ha usado una hoja de calculo
proporcionada por la Sociedad Andaluza de Analisis Clinicos
(SANAC) a cada centro, y que una vez rellena se remitio al
coordinador del estudio.

Analisis de los datos

Los resultados se han analizado siguiendo el procedimiento
ya descrito’ 8, que se puede resumir de la siguiente forma:

1. Porcentaje. Conversion de todos los datos en sus
correspondientes porcentajes, considerando el valor
obtenido a tiempo cero como el valor inicial, sin
degradacion (valor del 100%). Durante todo el calculo,
se han usado solamente los valores en porcentaje, y por
tanto, no se han usado ni las unidades de cada centro ni
los valores medidos, sino los porcentajes de los valores
encontrados en dias sucesivos respecto al valor del
primer dia (valor de 100%).

2. Control intraensayo. Variacion de los resultados de los
sueros control introducidos durante el estudio. Se ha
calculado el coeficiente de variacion obtenido al
analizar un suero control de nivel intermedio, durante
los 7 dias del estudio, medido en paralelo con los sueros
de los pacientes.

3. Temperatura. Determinacion de la temperatura media
registrada en cada laboratorio para cada medio
(congelador, nevera, ambiente o estufa), durante el
periodo de estudio. Conversion en valores de la escala
Kelvin.

4. Pendiente de degradacion de un suero. Se calculo la
pendiente individual de degradacion (k) propia de cada
suero, para cada magnitud, y para cada uno de los
valores de temperatura, en cada laboratorio. Para este
calculo, la serie de valores, expresados en porcentaje,
de cada paciente, para cada temperatura y para cada
magnitud analizada en el estudio, y a lo largo de este
periodo, se someti6 a analisis de ajuste a una recta,
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mediante minimos cuadrados. En ordenadas se recoge,
para la temperatura registrada, el porcentaje del valor
inicial, y en abscisas el tiempo transcurrido. La
pendiente k de esta recta ajustada, negativa en caso
de disminucion de los valores encontrados en dias
sucesivos, o positiva en los casos de aumento de los
valores encontrados (p. ej., fosfato no esterificado),
expresa la degradacion que ha sufrido esa muestra
concreta de suero, a esa temperatura, durante los dias
del estudio. Asi, para cada magnitud bioquimica
estudiada, se obtuvieron hasta 240 valores de k
individuales (60 pacientes, y cuatro temperaturas).

. Grdfica de Arrehnius. Las pendientes individuales de
cada suero (k;) a cada temperatura registrada, del punto
anterior fueron transformadas en sus logaritmos natura-
les (n (k;). Estos valores se utilizaron en el eje de
ordenadas. Cada temperatura individual fue transfor-
mada en valores Kelvin, y se calcularon sus inversos:
1/T;, y se llevaron al eje X. Se estimo, asi, mediante una
nueva recta de regresion, la cinética de degradacion
propia de cada magnitud, pero con los ejes transforma-
dos tal como se ha descrito.

. Cdlculo de pendiente para una temperatura elegida.
Con esta recta se calcula, para cada valor elegido de
temperatura (en este caso, —20°C, 46 °C, +20°Cy 37 °C)
la pendiente de degradacion K, para una magnitud A,
cuidando de revertir las transformaciones de los ejes
(logaritmos naturales e inversos de la temperatura
absoluta). Esta pendiente K, propia de cada tempera-
tura sera utilizada para la prediccion de la estabilidad
(véase la formula del punto 9 del “Analisis de datos”,
mas adelante).

. Coeficiente de variacion analitica. Los coeficientes de
variacion analiticos interdia obtenidos durante tres
meses por los laboratorios para cada magnitud estudia-
da se usaron para obtener los valores promedio,
desviacion tipica e intervalo de confianza del 95%, por
cada magnitud y cada centro (CV,).

. Criterio de estabilidad (EST). Se ha considerado, de
acuerdo con el Comité de Garantia de Calidad vy

10.

Acreditacion de los Laboratorios de la Sociedad Espaiiola
de Quimica Clinica®, que una muestra se ha degradado
cuando la variacion entre resultados supere 1,65 veces
el coeficiente de variacion analitico para una magnitud
concreta (EST = 1,65 x CV,). En este caso se ha usado el
valor de la media de los coeficientes de variacion
obtenidos por los 12 laboratorios.

. Prediccion del periodo de estabilidad. Usando la

regresion obtenida mediante la ecuacion de Arreh-
nius”"", y de acuerdo con el punto 6 anterior se ha
calculado el tiempo que tarda cada magnitud A en
alcanzar el nivel de degradacion considerado como
limite (EST), si se mantiene la muestra a una tempera-
tura tedrica elegida discrecionalmente: —20°C, +4°C,
+20°C 0+37 °C. Para este calculo se ha usado la formula:

t1escva = IN(1,65 x CV,) /Ky

donde t representa el nimero de dias en los que la
magnitud permanece estable; CV, es el coeficiente de
variacion analitico medio para dicha magnitud, y K, es
la pendiente de la recta de regresion obtenida con los
inversos de las temperaturas absolutas (1/T;) y los
logaritmos naturales de las pendientes individuales [ln
(k;)] de cada suero a cada temperatura, segln se detalla
en el punto 7 anterior.
Intervalo de confianza de la prediccion. Se ha estimado
la imprecision de estos calculos de prediccion, obteni-
dos con la ecuacion anterior. Para ello, se ha determi-
nado el intervalo de confianza del 95%, de los valores de
prediccion (valor de Y para un valor elegido de X)
obtenidos mediante la recta de regresion?2. Se han
elegido dos temperaturas intermedias: +4°C y +20°C.

Resultados

En

la tabla 2 se describen las temperaturas medias

registradas por cada laboratorio en los cuatro diferentes

niveles:

congelador, nevera, ambiente y estufa. Los

valores de cada nivel son diferentes en cada centro: las

Tabla 2 Temperaturas registradas en los laboratorios
Congelador Nevera Ambiente Estufa

Centro Media DE Media DE Media DE Media DE

1 —23,08 1,12 5,65 0,14 20,47 0,87 34,05 0,55
2 —36,67 0,52 5,80 0,57 24,60 0,43 30,48 1,39
3 —26,70 1,13 5,40 0,11 19,62 0,40 35,00 0,60
4 —19,08 0,54 2,52 0,11 21,18 0,80 35,26 0,85
5 —31,05 0,23 6,80 0,36 20,20 0,30 37,02 0,31
6 —20,00 1,58 4,80 1,64 24,00 1,58 36,60 0,55
7 —24,17 2,93 5,02 0,31 24,37 0,20 36,47 0,30
8 —-19,07 0,38 6,30 0,56 20,58 1,24 36,45 0,30
9 -19,98 0,43 4,48 0,23 22,83 0,22 37,55 0,19
10 —20,10 0,00 4,13 0,53 22,38 0,71 36,35 0,33
11 —20,17 0,75 5,17 0,48 24,15 1,08 34,93 0,43
12 —31,00 0,00 4,28 0,31 22,72 0,66 34,23 1,11

Temperaturas en grados centigrados (media y desviacion estandar [DE]) registradas durante el estudio, en cada medio y en cada

laboratorio.
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Tabla 3 Coeficiente de variacion analitica promedio Tabla 4 Coeficiente de variacion analitica promedio de
durante el periodo de estudio los 12 laboratorios durante los Ultimos 3 meses
Magnitud Coeficiente de Magnitud Media DE IC del
variacion (%) 95%
Alanina aminotransferasa 1,50 Alanina aminotransferasa 4,24 3,23 1,47
Albumina 1,30 Albumina 3,27 1,43 1,06
Alfa-amilasa 1,01 Alfa-amilasa 3,46 2,00 1,10
Aspartato aminotransferasa 3,84 Aspartato aminotransferasa 3,96 1,78 1,45
Bilirrubina 1,60 Bilirrubina 6,20 3,38 2,70
Calcio 0,82 Calcio 2,96 1,29 0,85
Cloruro 1,91 Cloruro 2,25 1,83 1,06
Colesterol 1,78 Colesterol 4,44 2,93 2,00
cHDL 2,64 cHDL 5,42 3,17 2,44
Creatincinasa 1,44 Creatincinasa 4,57 2,53 1,32
Creatinina 3,36 Creatinina 4,57 2,38 1,43
Fosfatasa alcalina 7,27 Fosfatasa alcalina 5,37 3,58 1,54
Fosfato (no esterificado) 0,95 Fosfato (no esterificado) 4,14 1,92 2,10
gamma-glutamiltransferasa 1,00 Gamma- 4,20 3,00 1,09
Glucosa 0,74 glutamiltransferasa
Hierro (II1+11l) 1,69 Glucosa 3,24 1,75 1,08
I6n potasio 1,16 Hierro (lI+1Il) 3,50 2,70 1,00
l6n sodio 0,45 I6n potasio 3,39 4,76 1,14
Lactato-deshidrogenasa 0,76 I6n sodio 1,96 1,57 0,85
Magnesio 2,42 Lactato-deshidrogenasa 2,66 1,46 1,08
Proteina 0,85 Magnesio 5,04 3,27 1,58
Triglicérido 2,09 Proteina 3,25 2,25 0,97
Urato 1,69 Triglicérido 4,64 2,49 1,69
Urea 2,87 Urato 3,58 2,60 1,20
Urea 4,42 2,14 1,81

Los sueros control se analizaron en paralelo con las muestras
de pacientes y se calculo el valor del coeficiente de variacion
promedio de los 12 laboratorios, durante los 7 dias, para cada
magnitud.cHDL: colesterol ligado a lipoproteinas de alta
densidad.

temperaturas de congelador oscilaron entre —19,07 y
—36,67°C; en nevera oscilaron entre +2,52°C y +6,30°C;
las mantenidas a temperatura ambiente variaron entre
+19,62°C y +24,60°C, y las calentadas en estufa o bafo se
mantuvieron entre +30,48°C y +37,55°C. Sin embargo, la
constancia en el mantenimiento de estas temperaturas en
cada laboratorio se manifiesta en el hecho de que las
desviaciones tipicas fueron pequefas.

Los sueros control, analizados de forma paralela durante
todo el periodo de estudio presentaron una imprecision
pequena, tal como muestra la tabla 3, en la que se detallan
los promedios de los 12 coeficientes de variacion analitica
(%), obtenidos al analizar las magnitudes estudiadas,
durante los 7 dias.

Los controles de calidad interdia calculados con los
valores de los ultimos 3 meses por cada laboratorio se
muestran en la tabla 4. En ella se expresa el valor promedio,
la desviacion tipica y el intervalo de confianza del 95%, del
conjunto de los coeficientes de variacion obtenidos por los
12 laboratorios, para cada magnitud analizada. Estos valores
promedio de error analitico son los utilizados para calcular
el nivel de degradacion en el que se considera que ésta es
significativa (1,65 veces el coeficiente de variacion del error
analitico).

Coeficiente de variacion obtenido durante los 3 ultimos
meses anteriores al estudio por los laboratorios partici-
pantes. Se expresa el valor medio de los 12 laboratorios, la
desviacion estandar (DE) y el intervalo de confianza (IC) del
95%.cHDL: colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad.

La tabla 5 muestra las predicciones de estabilidad de cada
magnitud, basadas en la ecuaciéon de Arrehnius. Se han
elegido para el calculo 4 temperaturas (—20°C, +4°C, +20°C
y +37 °C). En esta tabla se expresan los dias durante los que
permanece estable cada magnitud, a la temperatura elegida
para el calculo.

Se han ordenado las magnitudes en funcion de los valores
de mayor a menor estabilidad, a la temperatura tedrica de
—20°C. Se puede observar que a esta temperatura se
predice que la magnitud mas estable de las analizadas es el
ion cloruro, que se calcula como estable durante 33,1 dias,
mientras que la magnitud menos estable de las estudiadas es
la alanina aminotransferasa, que sélo lo es durante 4 dias a
—20°C. A temperatura ambiente, por ejemplo, el ién
cloruro es estable durante 22,5 dias, mientras que la alanina
aminotransferasa es estable en suero durante 2 dias.

La tabla 6 muestra el intervalo de confianza de estos
valores de prediccion de estabilidad. Para su calculo se han
elegido dos de las 4 temperaturas teoricas (+4°C y +20°C).
Se expresan los valores de prediccion obtenidos (los de la
tabla 5), y el intervalo de confianza del 95%, con sus valores
minimo y maximo. Es decir, en esta tabla se describe, para
cada magnitud, el nimero de dias durante los que sera
estable, con sus valores minimo y maximo de estabilidad.
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Tabla 5 Dias durante los cuales cada magnitud es
estable a una temperatura

Magnitud —20°C +4°C +20°C +37°C
Cloruro 33,1 25,9 22,5 19,6
I16n sodio 28,8 23,4 20,7 18,5
Albumina 26,7 20,8 18 15,6
Proteina 19,2 17,2 16,1 15,1
I6n potasio 17,9 14,8 13,2 11,9
Hierro (l1+111) 16,1 12,2 10,4 8,9
Colesterol 16 12,8 11,3 10
Calcio 15,7 14,4 13,7 13
Glucosa 15,2 14,3 13,8 13,3
Urato 12,9 10,1 8,7 7,6
Alfa-amilasa 11,3 10,7 10 9,1
Magnesio 9 7,4 6,6 5,9
Creatincinasa 8,9 3,3 1,9 1,1
Fosfato (no esterificado) 8,9 34 2 1,2
Fosfatasa alcalina 8,5 49 3,5 2,6
Urea 8,4 6,3 5,3 4,5
Gamma-glutamiltransferasa 6,7 58 5,3 4.9
Triglicéridos 6,7 3,1 1,9 1,3
cHDL 6,6 46 3,8 3,1
Lactato-deshidrogenasa 6,5 6,3 6,2 6,1
Creatinina 6,5 6,2 6 5,9
Bilirrubina 6,3 2,6 1,6 1
Aspartato aminotransferasa 5,6 3,7 2,9 2,3
Alanina aminotransferasa 4 2,6 2 1,6

Prediccion del nimero de dias que permaneceran estables las
magnitudes a las temperaturas indicadas, ordenadas de
mayor a menor duracion de la estabilidad predicha para la
temperatura de —20°C.cHDL: colesterol ligado a lipoprotei-
nas de alta densidad.

Por ejemplo, la estabilidad calculada del i6n cloruro
oscilara, a +20°C, entre 19,8 y 25,5 dias, mientras que la
magnitud menos estable, alanina aminotransferasa, se
mantendra estable entre 1,7 y 2,4 dias.

De esta forma, se refleja que el periodo de tiempo
durante el cual se considera que una magnitud permanece
estable tiene un rango de oscilacion debido, entre otros
factores, a la imprecision analitica y al uso de equipos
diferentes, y probablemente también al diferente compor-
tamiento de cada suero individual.

La figura 1 muestra la variacion de los niveles medidos de
fosfato inorganico en suero durante el estudio. En la figura 2
se muestra la degradacion sufrida por la enzima alanina
aminotransferasa, cuando se somete el suero a diferentes
temperaturas. La figura 3 muestra que la glucosa se mantiene
aceptablemente estable durante el periodo de estudio.

En las 3 graficas, para claridad de los datos presentados,
se han calculado las medianas de los valores por ciento
respecto al valor inicial, en cada periodo de tiempo, y para
cada temperatura.

La figura 4 muestra el ajuste mediante recta de regresion
lineal, de los valores individuales de las pendientes
de degradacién, como logaritmos naturales, frente a
las temperaturas, en forma de los inversos de grados
Kelvin.

Discusion

Las muestras biologicas que llegan al laboratorio para ser
analizadas no siempre se transportan con la suficiente
rapidez y a la temperatura adecuada (que puede variar
para cada magnitud que se mide). A veces, intervienen otros
factores adicionales, distintos de la temperatura o el paso
del tiempo, como la luz, para el caso de la cuantificacion de
bilirrubina, o la vibracion o el vacio, que pueden provocar
hemolisis o pérdida de los gases disueltos.

Ademas de esto, en algunas ocasiones, las muestras se
dejan a temperatura de refrigeracion, o incluso a tempera-
tura ambiente, durante demasiado tiempo en el laborato-
rio, antes de ser analizadas.

Y, desde luego, el contacto de las células sanguineas
con el plasma o el suero, una vez extraidas las muestras,
ocasiona importantes alteraciones en las concentraciones
de diferentes analitos, lo que ocurre a veces a gran
velocidad?3.

Todo esto hace que a veces la cuantificacion que se
realiza en los laboratorios produzca resultados que estan
mas o menos alejados de los valores iniciales.

Los valores de estabilidad de las magnitudes bioldgicas
que se pueden consultar en la literatura cientifica varian con
frecuencia, y en bastantes casos son claramente contra-
dictorios'™®. Y esto puede deberse a la utilizacion de
criterios de definicion del nivel de estabilidad, o con mas
frecuencia a la utilizacion de protocolos de estudio bastante
dispares. Estas revisiones, alguna de ellas muy amplia, y
otras que amplian revisiones anteriores, como las de la Base
de datos sobre estabilidad de magnitudes de la Comision de
Garantia de Calidad de la SEQC' y Guder et al®, son
esfuerzos importantes, pero pudiera ocurrir que cuanto
mas amplia sea la revision de datos de estabilidad de una
magnitud, mayores discordancias se encuentren.

Estos datos de revision proporcionan una orientacion muy
apreciable a la hora de decidir si una muestra puede ser
almacenada con objeto de realizar comprobaciones posterio-
res, o con fines de investigacion. Pero podria haber llegado el
momento de que cada laboratorio trate de encontrar, en
su propio medio, y con los equipos en uso, una respuesta al
reto de saber cuanto tiempo, y a qué temperatura puede
almacenar sus muestras, y quiere estar seguro de que la
magnitud a medir mas tarde va a ser razonablemente
estable.

En este estudio se ha aceptado como criterio de
estabilidad el que ha definido el Comité de Garantia de
Calidad y Acreditacion de los Laboratorios de la Sociedad
Espafiola de Quimica Clinica®. Este Comité considera que
una magnitud se ha degradado de forma significativa en una
muestra cuando su valor excede por encima o por debajo, el
nivel que representa el valor inicial mas (si aumentan los
valores) o menos (si disminuyen) 1,65 veces el coeficiente de
variacion analitica de esa magnitud.

En el presente estudio se ha usado un valor promedio de
los coeficientes de variacion obtenidos por los Centros
participantes, en la esperanza de que los valores de los
controles fueran aceptablemente constantes durante estos 3
meses. Y en el caso de que alguna magnitud mostrara, en
algln centro, una desviacion excesiva, esto se veria
compensado por el numero de centros participantes. En
rigor y, desde el punto de vista teorico, los centros
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Tabla 6 Intervalo de confianza del 95% de los valores de estabilidad
Estabilidad (dias) IC del 95% IC del 95%
Magnitud +4°C Minimo Maximo +20°C Minimo Maximo
Albumina 20,8 17,5 24,6 18,0 15,7 20,5
Alanina aminotransferasa 2,6 2,1 3,1 2,0 1,7 2,4
Amilasa 10,7 8,7 13,0 10,0 8,7 11,3
Aspartato aminotransferasa 3,7 3,1 4.4 2,9 2,5 3,4
Bilirrubina 2,6 2,0 3,5 1,6 1,2 2,1
Calcio 14,4 12,1 17,1 13,7 11,7 16,0
Cloruro 25,9 22,1 30,3 22,5 19,8 25,5
Colesterol 12,8 11,0 14,9 11,3 9,9 12,8
cHDL 4,6 3,8 5,6 3,8 3,2 4,4
Creatincinasa 3,3 2,7 4.1 1,9 1,6 2,3
Creatinina 6,2 5,3 7,2 6,0 5,1 7,0
Fosfatasa alcalina 4,9 4.1 5,8 3,5 3,0 4,2
Fosfato (no esterificado) 3,4 3,0 3,9 2,0 1,8 2,2
Gamma- glutamiltransferasa 5,8 4,9 6,9 5,3 5,1 5,6
Glucosa 14,3 11,9 17,1 13,8 12,3 15,4
Hierro (lI+I11) 12,2 10,3 14,5 10,4 9,1 11,9
I6n potasio 14,8 12,5 17,5 13,2 11,7 15,0
16n sodio 23,4 19,8 27,6 20,7 18,2 23,6
Lactato-deshidrogenasa 6,3 5,3 7,4 6,2 5,2 7,5
Magnesio 7,4 6,2 8,8 6,6 5,7 7,5
Proteina 17,2 14,8 20,0 16,1 14,9 17,4
Triglicéridos 3,1 2,6 3,6 1,9 1,7 2,3
Urato 10,1 8,5 12,0 8,7 7,6 10,1
Urea 6,3 5,3 7,4 5,3 4,6 6,1

Calculo de los intervalos de confianza para un nivel del 95% de los valores de prediccion de estabilidad obtenidos para las temperaturas
de +4°Cy +20°C. Los intervalos de confianza se expresan en dias.cHDL: colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; IC: intervalo

de confianza.

120

-
o
o

]
o

(o]
o

N
o

Por ciento del valor inicial

N
o

160

©

S

£ 140

S

®©

>

T 120

e}

C

R — v
© 100 M *
o

o

80 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 7
Dias

Figura 1 Modificacion de los valores de fosfato no esterificado

durante los 7 dias de estudio, en funcion de la temperatura. Los
puntos expresan el valor mediana de los porcentajes indivi-
duales, con respecto al valor inicial, de cada muestra (N = 60),
durante el periodo de estudio, para cada una de las diferentes
temperaturas (® = congelador; B = nevera; A = temperatura
ambiente; [0 = estufa a 37 °C).

participantes que han obtenido coeficientes de variacion
analitica superiores al deseable, en funcion de la variabili-
dad bioldgica intraindividual, no deberian usar los datos de
estabilidad obtenidos en este estudio.

Dias

Figura 2 Degradacion de los valores de alalina aminotransfera-
sa (ALT) durante los 7 dias de estudio, en funcion de la
temperatura. Los puntos expresan el valor mediana de los
porcentajes individuales, con respecto al valor inicial, de cada
muestra (N = 60), durante el periodo de estudio, para cada una
de las diferentes temperaturas (¢ = congelador; B = nevera;
A = temperatura ambiente; [0 = estufa a 37°C).

Sin embargo, hemos observado que si se utiliza para el
calculo del criterio de estabilidad otro valor, como por
ejemplo una pérdida de un 10% del valor inicial, tal y como
se acepta en otros trabajos”8, o del 5%, como se acepta
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Figura 3 Degradacion de los valores de glucosa durante los 7
dias de estudio, en funcion de la temperatura. Los puntos
expresan el valor mediana de los porcentajes individuales, con
respecto al valor inicial, de cada muestra (N = 60), durante el
periodo de estudio, para cada una de las diferentes tempera-
turas (@ = congelador; M = nevera; A = temperatura am-
biente; 00 = estufa a 37 °C).
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Figura 4 Grafica de Arrehnius de la variacion de fosfato no
esterificado. Ajuste mediante recta de regresion lineal de los
logaritmos naturales de las pendientes de degradacion indivi-
duales, frente a los inversos de las temperaturas absolutas.
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Figura5 Grafica de Arrehnius de la variacion de creatincinasa.
Ajuste mediante recta de regresion lineal de los logaritmos
naturales de las pendientes de degradacion individuales, frente
a los inversos de las temperaturas absolutas.

en otros’, el calculo del periodo durante el cual una
magnitud de las estudiadas en este estudio, permaneceria
estable, no se modifica de forma importante. La diferencia
al aplicar estos 2 criterios, variacion del 10%, o el de la
Sociedad Espanola de Quimica Clinica, sobre la prediccion
del nimero de dias de estabilidad diferiria solo en horas
(datos no mostrados), lo que es poco relevante en la
practica diaria de los laboratorios.

En cualquier caso, se ha preferido mantener el criterio de
la Sociedad Espanola de Quimica Clinica antes expresado, ya
que, ademas de su soélido fundamento teorico, puede ser
necesario cuando se utilice para la prediccion de estabilidad
de magnitudes con coeficientes de variacién analitica
excesivamente grandes, o con estabilidades muy cortas.

El protocolo de degradacion acelerada, utilizado en este
trabajo ya ha sido probado’®, y es ampliamente usado
por la industria farmacéutica para predecir la estabilidad
de sus preparaciones. Los procedimientos de realizacion,
de analisis de los datos y de prediccion del periodo
de estabilidad han sido acordados y revisados por
una Conferencia Internacional sobre Armonizacion en
2003%1°,

La utilizacion de un nimero importante de laboratorios
aporta varias ventajas, ya que de esa forma se consigue un
mayor nimero de pacientes, el trabajo es menor en cada
centro, y se incluyen diferentes temperaturas, dentro de
cada medio elegido, al no estar ajustados exactamente a los
mismos niveles. Ademas, el registro diario, previo al
comienzo del estudio, permitié en algln caso reajustar los
equipos de mantenimiento de temperatura, que estaban
desajustados de forma inadvertida.

Pero el uso de mediciones por varios laboratorios también
puede tener algln inconveniente, ya que se han usado
equipos analizadores distintos, con metodologias de analisis
que pudieran producir resultados demasiado dispares. De
todas formas, no es esperable que estas diferencias puedan
ser significativas en las magnitudes estudiadas.

Sin embargo, se puede suponer que esto sera distinto al
analizar concentraciones séricas de magnitudes mediante
reacciones antigeno-anticuerpo. Cabria imaginar que, duran-
te la conservacion del suero, la hidrolisis espontanea de una
proteina sérica produjera fragmentos que pudieran ser
todavia reconocidos por el anticuerpo de un fabricante,
mientras que no lo serian por el anticuerpo de otro fabricante
distinto, dependiendo de los epitopos implicados. Y esto
produciria diferentes estabilidades de una misma magnitud,
seglin el método usado para el analisis.

En cualquier caso, se recomienda que cada laboratorio
compruebe, usando sus propios equipos de analisis, la
prediccion de estabilidad para las magnitudes que considere
conveniente revisar. Asi, ademas, al usar el coeficiente de
variacion analitico obtenido por cada laboratorio, no tendra
que usar un valor intermedio, como se ha hecho en este
caso, con lo que sus resultados se ajustaran mas a su propia
realidad. Esto sera especialmente conveniente en casos de
que la metodologia de analisis presente coeficientes de
variacion analitica claramente diferentes de los usados en
este trabajo, o para calcular la prediccion de estabilidad de
magnitudes bioquimicas supuestamente muy inestables, o al
utilizar métodos inmunologicos.

La posible deriva en la medida de los analizadores
utilizados por los centros, durante el estudio, ha sido
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evaluada mediante el uso de un suero control en paralelo. La
tabla 3 muestra que las mediciones se han mantenido dentro
de un rango aceptable.

Someter las muestras de suero a temperaturas altas, en
torno a +37°C, lo que no ocurre generalmente en los
laboratorios, se debe al propio disefio de “estrés térmico
acelerado”. Esto permite establecer un rango de
temperaturas que ha oscilado en un rango de alrededor de
60°C, y que establece condiciones muy diferentes para la
estabilidad de cada magnitud estudiada. Con este disefio
“acelerados” se pueden predecir estabilidades largas (meses o
incluso afnos) con estudios de corta duracion (dias o semanas).

En algunos casos la degradacion no ha significado la
obtencion de un valor mas bajo que el inicial, sino justo lo
contrario, como por ejemplo, se puede esperar por las
actividades esterasicas mas o menos especificas del suero,
actuando sobre el fosfato esterificado (figs. 1y 4). Los valores
de fosfato no esterificado aumentan de forma muy significa-
tiva con el paso del tiempo y el incremento de temperatura, a
causa de la hidrolisis de los ésteres de fosfato (fosfolipidos,
proteinas fosforiladas, etc.). No debe olvidarse, por tanto,
que la degradacion de un analito no siempre equivale a una
disminucion de su valor con respecto al inicial.

No debe extrafar, tal y como muestra la figura 4, que la
grafica de Arrehnius muestre en el caso del fosfato no
esterificado una linea de ajuste con tendencia negativa,
como ocurre también en el resto de los casos (fig. 5), ya que
ello expresa que, a mayor temperatura, mayor es la
diferencia con el valor inicial de la magnitud analizada, es
decir, mas intenso es el proceso de degradacion. En otras
palabras, a mas temperatura, mayor es la pendiente de
degradacion.

Las magnitudes analizadas muestran, como es ldgico,
valores de estabilidad muy diferentes, con valores que han
ido desde mas de 1 mes a algo mas de 1 dia (véase en la
figura 2 la degradacion de alanina aminotransferasa).

Es llamativo el hecho de que la concentracion de glucosa en
suero, lo que no es esperable en sangre total?3, muestra una
excelente estabilidad (fig. 3). La fiabilidad de las predicciones
de estabilidad obtenidas en este estudio se ha determinado
calculando los intervalos de confianza para las temperaturas
estudiadas, aunque solo se han calculado para valores
préoximos a la zona media de las temperaturas utilizadas
(entornos de +4 y +20°C), ya que en estas zonas las
dispersiones son légicamente mas cercanas a la recta tedrica.
Consideramos que puede ser conveniente que los laboratorios
utilicen un protocolo de estudio de la estabilidad de las
magnitudes a analizar y que dicho protocolo sea comin, para
que los valores sean mas o menos comparables, especialmente
para magnitudes que se sospecha, a veces con poco
fundamento, que son especialmente delicadas, y que pueden
degradarse rapidamente'>', o bien para comprobar si las
sustancias anticoagulantes'® conservantes o estabilizantes,
como por ejemplo los inhibidores de proteasas, son realmente
eficaces y en cuanto alargan la estabilidad.

De la misma manera, se considera que es muy conve-
niente extender este tipo de estudios de estabilidad a otra
serie de muestras bioldgicas que plantean problemas
mayores que el suero, como la sangre completa'®'®%
que es coOmo en ocasiones se transporta durante periodos
excesivamente largos, y a otros liquidos bioldgicos analiza-
dos en el laboratorio, como la orina'2".
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