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RESUMEN

Introduccién: el control de calidad es indispensable en los laboratorios clinicos para
ofrecer resultados confiables.

Objetivos: establecer las bases para estandarizar el control de calidad del laboratorio
de hemostasia.

Métodos: se evalué una mezcla de plasma normal obtenida del banco de sangre
provincial de La Habana. Al plasma (liquido, congelado y descongelado) se le midi6 pH,
tiempo de protrombina y de tromboplastina parcial activado. Fue almacenado a 20° C,
descongelado, filtrado y liofilizado. A este ultimo, se le midié pH y las mismas variables
cada cuatro meses durante un afio. En una segunda etapa, al plasma normal
preparado y liofilizado, se le hizo repetibilidad y reproducibilidad, y se determindé el
tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activado, dosificacién de
fibrinbgeno, tiempo de trombina y dosificacién de factor VII, que también fueron
determinados en un plasma normal comercial. Se compararon los valores promedios
de cada indicador en ambos plasmas. Se

realizé una evaluacion del plasma por tres laboratorios externos y se determinaron los
valores de referencia local para cada ensayo.

Resultados: el plasma mantuvo los valores de pH y actividad coagulante adecuados
durante un afio. La evaluacién externa corrobord que los valores hallados estaban
dentro del intervalo de referencia del plasma estudiado. Los valores de referencia
locales resultaron similares a los informados por los fabricantes de los reactivos.
Conclusiones: el plasma evaluado tiene estabilidad y repetibilidad, por lo que puede
ser utilizado para control de calidad. Los valores de referencia locales para cada
indicador garantizan la confiabilidad de los resultados.
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ABSTRACT

Introduction: quality control is indispensable in clinical laboratories to offer reliable
results.

Objective: to establish the bases to standardize quality control in the haemostasis
laboratory.

Methods: a normal plasma mixture obtained from the Provincial Blood Bank of Havana
was evaluated. PH, prothrombin time, and activated plasma thromboplastin time were
measured to plasma (liquid, frozen and defrosted). It was stored at -20° C, defrosted,
strained and lyophilized. To this last one, the pH and the same variables were
measured every four months for a year. At a second stage, re-taking and
reproducibility was made to the prepared and lyophilized normal plasma and
prothrombin time, activated plasma thromboplastin time, fibrinogen dosage,
prothrombin time and dosage of VII factor were determined which were also
determined in a commercial normal plasma. The average values of each indicator were
compared in both plasmas. An evaluation of the plasma was conducted by three
external laboratories and local reference values were determined for each trial.
Results: plasma maintained the adequate coagulant activity and pH values for a year.
An external evaluation corroborated that the findings in the values were within the
reference intervals of the plasma under study. Local reference values were similar to
the ones informed by the manufacturers of the reagents.

Conclusions: the evaluated plasma has stability and repeatability so it can be used in
quality control. The local reference values for each indicator guarantee the reliability of
the results.
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INTRODUCCION

Las determinaciones que se realizan en el laboratorio de hemostasia orientan y
fundamentan un diagndstico clinico apropiado de las enfermedades hemorragicas y
trombdticas, identifican los defectos que las producen, y a su vez establecen las pautas
para realizar un control adecuado de la terapia antitrombética.

El control de las variables que intervienen en la eficacia de las pruebas de hemostasia,
se basa en tener en cuenta las variables que participan en el momento en que se
efectla el procedimiento técnico de las determinaciones. Esto forma parte del control



de calidad que se debe llevar a cabo en todos los laboratorios, los cuales asumen un
elevado compromiso al tener en sus manos acciones de gran importancia.

Los nuevos analizadores, ademas del mantenimiento de las pruebas clasicas para el
estudio de la coagulacion, han hecho necesaria la aplicaciéon de medidas de control de
la calidad analitica de forma habitual. Se deben llevar a cabo controles internos
mediante determinaciones diarias de los diferentes indicadores con plasma control de
concentracion normal y patoldgica y valorar mensualmente el coeficiente de variacion
inter-dia. Aparte de este control interno, los laboratorios deberan participar en uno o
mas programas externos de garantia de la calidad, de ambito local, nacional o
internacional.!

El objetivo del control de calidad interno es asegurar el cumplimiento de todos los
procedimientos establecidos para el trabajo del laboratorio y el monitoreo de la
precision de los métodos con el propdsito de detectar y corregir cualquier error. Este
control incluye una serie de examenes variados y acciones reglamentadas cuando se
trata de implantar lo establecido en las buenas practicas de laboratorio. Ademas,
incluye el monitoreo diario de los procederes analiticos mediante los plasmas controles,
la construccion de las curvas de control y la evaluacion de la dispersion de los
resultados obtenidos.?3

El control externo de la calidad esta constituido por diferentes procederes que realizan
los laboratorios de referencia para la evaluacion de otros laboratorios especializados.
Se trata de procesar muestras de material control proporcionada por un agente
externo, segun la rutina del laboratorio. Ademas, permite comparar el funcionamiento
de diferentes equipos y métodos para un mismo andlisis y evalla su confiabilidad.*®°

En general, el estudio de la hemostasia en Cuba ha adolecido de falta de recursos, y
aparejado con esto, los laboratorios especializados en realizar sus técnicas, han
carecido de una adecuada estandarizacion de su control de calidad. No es hasta hoy
que se han situado en algunos centros el equipamiento y los reactivos necesarios para
realizar, con tecnologia de punta, los estudios minimos de coagulaciéon y su control.
Esto permite, ademas de una mejoria notable en la calidad de los resultados ofrecidos
por el laboratorio, la homologaciéon de los msmos. Por esta razon, resulta el momento
idéneo para trabajar en el control de calidad de dichas determinaciones para mejorar
el grado de fidelidad y precision intra e interlaboratorios, inclusive con la incorporacion
de aquellos donde la tecnologia aun no resulte de avanzada.

El Instituto Nacional de Angiologia y Cirugia Vascular (INACV) cuenta con un
laboratorio de hemostasia encaminado fundamentalmente al apoyo del diagnéstico de
estados hipercoagulables presentes en las enfermedades vasculares periféricas, asi
como al control del tratamiento antitrombdtico; por lo que se pretende con el presente
trabajo es establecer las bases para estandarizar el control de calidad de dichos
estudios, aun al tener en cuenta la posibilidad de no poder contar con materiales
controles comerciales por el elevado costo que conlleva su obtencion.

METODOS



Se realizé un estudio experimental, prospectivo, y aplicado, donde se evalu6 una
mezcla de plasma normal obtenida del banco de sangre provincial en La Habana. Para
su procesamiento se asumieron los requisitos vigentes emitidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para la recoleccién, procesamiento y calidad de un pool de
plasma.®

El plasma fue homogenizado en el laboratorio y distribuido en tubos plasticos para su
uso. Se realizaron mediciones de pH, y como medida de su actividad coagulante, se
efectuaron determinaciones de tiempo de protrombina (TP), para lo cual se utilizé el
reactivo Neoplastine Plus, y de tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), con
el juego de reactivos CK-Prest, ambos comercializados por la firma

francesa Diagnostica Stago; para medir los tiempos de coagulacion se utilizé como
lector de punto final el coagulémetro electromecénico STart 4, comercializado por la
misma firma, y posteriormente fue almacenado en alicuotas a 20° C durante un mes
hasta su uso. Después de descongelado se filtré para su homogenizacién y se
realizaron la mismas mediciones para comprobar su estabilidad.

El plasma fue liofilizado y almacenado a -20° C durante un mes. Para su uso, el
material liofilizado fue reconstituido con agua destilada hasta 1 mL, y se dej6 en
reposo durante 30 min previo a ser utilizado. Se repitié el mismo proceder cada cuatro
meses durante un periodo de un afio y se realizaron iguales mediciones.

Se utilizo la prueba t de Student para muestras pareadas para comparar los valores
promedios de los diferentes parametros obtenidos del plasma control preparado liquido
y liofilizado, un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar los resultados
obtenidos segun el periodo de conservacion del plasma control (1, 4, 8, y 12 meses).

En una segunda etapa, al plasma normal preparado y liofilizado se le determind la
precision en serie (repetibilidad) y la precisién de dia a dia (reproducibilidad). La
realizacion de las pruebas de repetibilidad se llevé a cabo repitiendo cada ensayo por
10 veces consecutivas utilizando muestras del pool del plasma control normal
liofilizado, en condiciones idénticas, utilizando el coagulémetro. Como medida de
precision se calcularon los coeficientes de variacién (CV) para cada magnitud medida.

Se calcul6 el valor promedio y el rango de valores en el cual se debian mover cada uno
de los indicadores a controlar: tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPa), dosificacion de fibrinégeno, (Fgno), tiempo de trombina (TT) y
dosificacion de factor VII (FVII), utilizando el plasma preparado y un plasma normal
comercial (comercializado por la firma francesa Diagnostica Stago y especifico para el
control de calidad interno cuando se utiliza el coagulémetro STart 4). Se compararon
los valores promedios de cada parametro con ambos plasmas mediante una prueba t
de Student para muestras pareadas.

Para la realizacion de las pruebas de reproducibilidad, las muestras de plasma control
se procesaron una cada dia, durante 20 dias por duplicado. Se calcul6 la media y la
desviacion estandar para los plasmas controles y se determindé como indicador de
precision el coeficiente de variacion (CV).

A tres laboratorios que realizan pruebas de hemostasia, se enviaron tres viales con
muestras del plasma normal preparado liofilizado con el objetivo de valorar su calidad
fuera del laboratorio de evaluaciéon.” Las muestras se utilizaron para realizar la prueba
del tiempo de protrombina, por ser una de las pruebas de mas frecuente peticién en



los laboratorios de hemostasia debido a su utilidad en el diagndstico de los defectos de
la via extrinseca de la coagulaciéon y para el control del tratamiento anticoagulante
oral;819 se procesaron por duplicado siguiendo las normas establecidas de rutina en
cada centro y se utiliz6 como resultado final la media de dichos duplicados.

Se establecieron los valores de referencia locales para cada ensayo utilizando el
coaguldmetro. Se realiz6 la determinaciéon de cada indicador en 63 individuos
supuestamente sanos con edades entre 18 y 70 afios, que no estuvieran ingiriendo
medicamentos que pudieran afectar el mecanismo de la coagulacion.

RESULTADOS

No se encontraron diferencias apreciables entre los valores de pH, TP y TTPa del
plasma liquido y los valores de estas mediciones obtenidos después de su
descongelacion. Se alcanzaron resultados similares en los valores obtenidos
posteriormente al proceso de liofilizacidén y conservacion realizado cada 4 meses
durante un afo (tabla 1).

Al comparar los resultados promedios obtenidos en el plasma control normal liofilizado
preparado con su homologo comercial, no se encontraron diferencias significativas, con
la excepcion del TT para el que se encontré una p= 0,004 a pesar de que los valores
eran muy similares (tabla 2).

Se comprobd que el coeficiente de variacion, que es un indicador de precision, resulto
menor de 5 % para todas las pruebas (tabla 3).

Se pudo constatar que los valores obtenidos de la medicién del TP, en los tres
laboratorios externos, eran superiores al obtenido por el laboratorio del INACV, pero en
todos los casos, los valores se encontraban dentro del intervalo de referencia hallado
para el plasma en estudio (tabla 4).

Se ofrecen los indicadores hemostaticos que se miden mas frecuentemente en el
laboratorio del INACV, encontrados en una muestra de personas supuestamente sanas
(tabla 5).

DISCUSION

El plasma control normal procesado y evaluado para su uso en el control de calidad
interno del laboratorio de hemostasia del INACV, se mantuvo estable por un periodo de
un afio ya que sus caracteristicas cumplen con los requerimientos planteados por

el Deutsches Instittt fur Normung,!! que plantea que un plasma es estable si el tiempo
de coagulacion de dos muestras del mismo, realizadas al menos en un intervalo de 14
dias no excede mas de un 20% de la media de las determinaciones y su pH después de
descongelaciéon o reconstitucion no excede de 7,8. En el presente estudio, todas las
determinaciones realizadas de pH se mantuvieron alrededor de 7,0 y los tiempos de



coagulacion se mantuvieron similares, por lo que se consider6 que la preparacion tuvo
una buena estabilidad en el tiempo alun después de liofilizado y conservado a -20° C.

No se encontraron diferencias significativas entre los resultados promedios obtenidos
con el plasma control evaluado y los obtenidos con su homaélogo comercial. Sin
embargo, aunque se hubieran encontrado diferencias, este resultado carece de
importancia practica en contraposicion con lo que sucede con los materiales
calibradores. Las caracteristicas fundamentales de los plasmas controles deben ser la
estabilidad y la repetibilidad. Los plasmas controles, sean comerciales o preparados
deben ser limpidos, libre de hemodlisis, y debidamente filtrados para mantener su
estabilidad en el tiempo y asegurar que se incorporen al control diario replicas
idénticas de una muestra.'?

El coeficiente de variacion (CV), cuyo valor aceptable difiere para cada indicador
controlado y depende de que el método utilizado para su medicion sea manual o
automatico con lectura mecanica u Optica. De forma general, el CV para los
coagulémetros mecanicos se considera aceptable hasta el 5 % para las pruebas de
coagulacion fundamentales del laboratorio de hemostasia (TP y TTPa) y se admite que
sea por debajo del 10 % para el resto de las determinaciones (determinacion de
fibrindgeno, dosificacion de factores).*?12 En la prueba de repetibilidad, los CV para
todos los procedimientos fueron menores que el 5 %.

En la prueba de reproducibilidad del plasma se confirmé también que los resultados
fueron precisos ya que el indicador se mantuvo en todos los casos con valores por
debajo de los recomendados.

De la valoracion de la calidad del plasma normal preparado liofilizado realizado por
laboratorios externos a través del TP, se puedo inferir que la evaluaciéon fue apropiada
y que la calidad del trabajo desarrollado por el laboratorio del INACV fue satisfactoria.
Esto indica que el plasma obtenido puede utilizarse con un alto nivel de confiabilidad
para realizar el control de calidad interno mediante la construcciéon de las cartas de
control de calidad.

No obstante, por razones de bioseguridad, las autoridades reguladoras internacionales
y en Cuba el Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos
Médicos (CECMED), han prohibido el uso de mezclas de plasma o suero de origen
humano como controladores preparados en los laboratorios, debido a las grandes
epidemias e infecciones de estos tiempos. Es por esta razén que se preparo el plasma
control a partir de plasma obtenido en el banco de sangre, el cual es analizado con las
correspondientes pruebas para excluir la presencia de hepatitis By C y el virus del
HIV. Sin embargo, hay que tener presente que ninguno de estos andlisis puede
garantizar de forma absoluta la ausencia de agentes infecciosos, por lo que, al igual
que se recomienda para las preparaciones comerciales, es necesaria la manipulacion
del mismo con las debidas precauciones.

Los valores de referencia locales calculados para cada indicador hemostatico resultaron
ser muy similares a los informados por el fabricante de los juegos de reactivos
empleados para su determinacion. Estos valores fueron hallados bajo las condiciones
habituales de trabajo del laboratorio con la finalidad de elevar la confiabilidad de los
resultados, facilitar su interpretaciéon y de esta forma evitar el error médico.**



El plasma evaluado present6 estabilidad y repetibilidad, por lo que el laboratorio de
hemostasia del INACV esté en condiciones de estandarizar un sistema de control de la
calidad que garantice bajo cualquier circunstancia la calidad en sus resultados y su
mejor interpretacion al contar con los valores de referencia locales para cada indicador.
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