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1.0 INTRODUCCION.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El control de calidad se introdujo a los laboratorios clinicos
hace mas de 50 afios y se utiliza de manera regular en los
laboratorios de muchos paises. Casi con la misma antigliedad se
inicié la evaluacién de la calidad en programas externos.

Actualmente se reconoce ampliamente que tanto el CCI como el
CCE, son indispensables para garantizar la calidad de los
andlisis gue se realizan y gque también contribuyen a la solucién
de problemas que de otra manera pasarian desapercibidos.

En México, el CCI se inicidé hace muchos afios pero son muchos los
laboratorios que ain no lo utilizan o no lo hacen de manera
regular; ademés, son pocos los laboratorios gue participan en
programas externos de evaluacidn.

Los resultados obtenidos en los diferentes programas externos de
evaluacién que se realizan en México, sefialan que hay
deficiencias en 1la calidad analitica de un alto porcentaje de
los participantes, lo cual permite inferir que los problemas
podrian ser mayores en los laboratorios que ain no se preocupan
por participar.

Los resultados obtenidos a lo largo de 7 afios, en el Programa de
Evaluacién de la Calidad Entre Laboratorios (PECEL) sefialan que
la calidad analitica de las mediciones enzimAticas ha mejorado,
aungue muy lentamente y gque aun hay deficiencias en muchos
laboratorios.

Considerando que los analisis clinicos contribuyen al
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de las patologias gque
afectan al humano, es un hecho innegable que si hay deficiencias
en la calidad analitica, esto reanudaria en mala calidad de los
servicios de atencién a la salud de la poblacién.

Todo lo anterior justifica plenamente el que se desarrolle un

proyecto de investigacién gue identifique los problemas que
afectan la calidad analitica de los laboratorios, especialmente
en las enzimas, en las que los indicadores de la calidad sefialan
que hay problemas.



1.2 OBJETIVOS.

GENERAL

Contribuir a mejorar la calidad analitica de las
determinaciones enzimaticas, en los laboratorios clinicos
mexicanos, investigando los factores que la afectan vy
proponiendo soluciones, elevando simultaneamente la calidad
de los servicios de salud.

ESPECiIFICOS

Investigar cuantos y cuidles métodos se utilizan para las
mediciones enzimdticas en los laboratorios participantes en
el PECEL.

Realizar un diagndstico de la Calidad con que se realizan
las mediciones enzimaticas séricas.

.Investigar la correlacidén del grado de calidad alcanzada y

el método utilizado.




2.0 ANTECEDENTES.

El control de calidad interno y externo fue introducido a 1los
laboratorios c¢linicos de otros paises hace mas de 50 afios,
mientras que en México existen ailin laboratorios gque no realizan
ninguno de los dos, esto se correlaciona con las evidencias de
que la calidad analitica, en el &rea de Quimica Clinica, es
deficiente. Para contribuir a mejorar 1la calidad de 1los
laboratorios c¢linicos, en la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional, se inicié
en Octubre de 1990, el Programa de Evaluacidn de la Calidad

Entre Laboratorios (PECEL). A este programa se le unieron
posteriormente investigadores de la Facultad de Quimica de 1la
Universidad Nacional Autdnoma de México, trabajando

conjuntamente por 4 afios (14).

A través de diversas acciones, el PECEL ha promovido el uso
permanente de CCI y la participacién en programas de CCE. Los
resultados de 48 ciclos, sefialan que en los métodos empleados

para las determinaciones enzimaticas, se tiene una gran
discrepancia en los resultados obtenidos por los laboratorios,
situacién que puede afectar el diagnéstico, prondstico y

tratamiento de las enfermedades que afectan a nuestra poblacidn.
En el presente trabajo nos planteamos como meta principal
contribuir a mejorar la calidad analitica de las determinaciones
enzimaticas, en los laboratorios clinicos mexicanos,
investigando los factores que la afectan, propconiendo soluciones
y elevando simultineamente la calidad de los servicios de salud.
El promedio del PIV fue mayor en los primeros dos afios que en
los dos siguientes, lo que sefiala que la calidad ha mejorado en
los laboratorios y qgue es de utilidad 1la participacién en
programas externos de evaluacidn.

En este trabajo se puso de manifiesto que gran parte de los
problemas observados son debidos a la carencia de programas de
control de calidad interno, y se relacionan en primer lugar con
el personal, en segundo con los egquipos y por uUltimo con los
reactivos y métodos utilizados.

Se encontré que puede haber buena o mala calidad tanto en
sistemas manuales como automatizados y se sugiere la utilizacién
de los métodos optimizados en los laboratorios clinicos
mexicanos, preferentemente los establecidos por la IFCC, por su
caracter internacional.



2.1 DESARROLLO HISTORICO DE LA ENZIMOLOGI{A CLINICA.

La enzimologia clinica es el campo de evolucidén mas rapida en la
quimica clinica contemporéanea. Las mediciones enzimaticas ocupan
en la actualidad un lugar preponderante en los laboratorios
clinicos, hace 30 afios representaban de un 3 a 5% del total de
anidlisis efectuados, mientras gque ahora ocupan de 20 a 25% del
mismo (26) .

Para apreciar la rapidez de la evolucidn de la enzimologia
clinica, es conveniente mencionar algunos acontecimientos, en el
contexto de la biogquimica, como son los siguientes:

e En 1833, Payen y Perzos comenzaron a hablar de la actividad
termolabil de la diastasa (hoy conocida como amilasa); en
1837 Berzelius sefialéd que la fermentaciém era un proceso
catalizado y en 1860 Pasteur demostrd que la fermentacidn
era realizada por levaduras a las que denomindé fermentos;
con esto se inici® una controversia acerca de si era
necesaria o no 1la presencia de levaduras para dque se
efectuara la fermentacidén, misma que fue resuelta hasta 1897
cuando Buchner demostrdé que la fermentacidén también sucedia
con extractos de levaduras, libres de células, obtenidos con
los filtros que el mismo autor inventd(32).

e En 1877 Kihne propuso el nombre de enzima que significa “en
la levadura”; en 1909 Sérensen muestra la influencia del- pH
sobre la actividad enzimatica; en 1913 Michaelis y Menten
desarrollan una teoria sobre la catalisis enzimitica y en
1926 Summer cristaliza la ureasa demostrando la naturaleza
proteica de las enzimas, misma que confirma Northrop en
1930 al aislar la pepsina, tripsina y guimotripsina

e Existe informacién de principios de siglo (40) que sefiala
una asociacién entre mayores niveles de amilasa urinaria y
la pancreatitis aguda. También hay datos de que se conocia
desde log 1930, la asociacién de cifras elevadas de
fosfatasa &cida y el cancer prostatico (39) o entre 1la
fosfatasa alcalina y las enfermedades &seas y hepaticas
(26). A pesar de estos conocimientos, las mediciones
enzimaticas no se utilizaron con fines de diagnéstico
clinico, quizad porque se consideraba que las enzimas eran
ubicuas (40). Fue hasta 1954 gque se comenzaron a utilizar
con ese fin, cuando La Due, Wroblenski y Karmen comprobaron
aumentos importantes en la actividad sérica de la aspartato



amino transferasa (AST) en el suero de un paciente
infartado.

El problema de la ubicuidad de las enzimas parecid resolverse
cuando se descubrieron las isoenzimas, que se localizan de
manera mids Organo especifico, aunque después se descubrid que
también tienen amplia distribucidén en diversos sistemas
organicos.

El rapido florecimiento de la enzimologia clinica fue debido a
que toda una generacidén de biogquimicos se dedicé a aislar,
identificar y caracterizar a las enzimas tisulares. Tuvieron que
desarrollarse métodos y aparatos para efectuar las mediciones
con alta calidad y bajo costo.

Practicamente cualquier enzima que se supiera era importante en
el metabolismo celular fue estudiada en busca de una relacidén
entre los cambios en su concentracién y la enfermedad de uno o

varios tejidos u &6rganos (26). En el suero se han identificado
mas de 50 enzimas celulares relacionadas con alguna enfermedad
(55), sin embargo, muchas de esas enzimas fueron descartadas

porque se encontrd que no eran Wdtiles o gque suministraban
informacién que ya se conocia con los métodos establecidos. Las
enzimas que se utilizan actualmente son las que han pasado la -
prueba del tiempo y no necesariamente las que podrian haberse
elegido por razones tedricas (40). Aproximadamente son 15 las
enzimas que actualmente se utilizan de manera casi rutinaria e
incluyen aquellas cuya calidad analitica es el objeto de estudio
de este trabajo.

En la enzimologia se. dieron algunos pasos trascendentes gque
también se aplicaron en la enzimologia clinica, como son los
siguientes: A) la Enzyme Comisién (EC) de la International Union
of Biochemistry (IUB) en 1961 (22) propuso que se uniformara el
uso de las unidades de actividad enzimidtica; en la actualidad se
usan las Unidades Internacionales de Enzima (UI o U) donde: una
U/L = 1 pmol de sustrato transformado por minuto, por litro de
muestra. Posteriormente (1972) se propuso la utilizacidén de 1la
unidad del Sistema Internacional de Unidades, que es la unidad
SI o katal (un kat= 1 mol de sustrato transformado por segundo,
por litro de muestra), estd recomendacidn internacional no ha
sido adoptada en la mayoria de los laboratorios mexicanos. B)
en 1972 la IUB (40,22) propuso la nomenclatura de las enzimas,



trabajo que culminé con la adopcidn del sistema de nomenclatura

propuesto por dicho grupo Yy C) la estandarizacién de 1los
métodos de analisis a los que actualmente se les denomina:‘
métodos optimizados; este trabajo ha sido  realizado pox

diferentes organizaciones cientificas internacionales como 1la
Federacidn Internacional de Quimica Clinica (IFCC) o nacionales
como los propuestos en Alemania (DGKC), Francia (SFBC), Espaifia
(SEQC), Holanda (NVKS), de los paises escandinavos (SCE) y Japdén
(JsccC), (27). Con la utilizacidén de los mismog se busca lograr
que los resultados sean confiables y comparables entre los
laboratorios, sin iwmportar su origen. Estos métodos ya se
utilizan en muchos laboratorios mexicanos.

2.2 IMPORTANCIA CLINICA DE LAS ENZIMAS.

En una medida asombrosamente grande las enzimas son responsables
de nuestra salud. Los bioquimicos las han descrito como “la mano
de obra del cuerpo” o 1la ‘“energia wvital” de todos 1los
organismos. A pesar de ello, la medicina ha prestado . una
atencidén solo limitada a esos componentes vitales del organismo
humano. Antiguamente, en las escuelas de medicina se destacaba
la funcidén de las enzimas como elementos digestivos procedentes
del pancreas, su funcidén en el tracto gastrointestinal y su
papel en el diagnéstico. Se ensefiaba que las enzimas por via
oral estaban indicadas s6lo en problemas digestivos, pero no en
otros procesos clinicos “*debido a qgque no se absorbian”.
Desafortunadamente, tanto en los Estados Unidos como en otros
paises esta afirmacién solia aceptarse en general como un dogma
médico, por lo que el potencial .y la importancia de todas las
enzimas para el tratamiento médico fue descuidado practicamente
durante decenios (35).

Debido al desarrollo de nuevas tecnologias, durante los dltimos
afios se ha tenido ocasidn de ver un resurgimiento del interés
por las enzimas en el ambito del diagnéstico y el tratamiento
médico, asi como para otras aplicaciones.

Durante la Ultima década el uso de las enzimas en las pruebas
diagnésticas ha aumentado espectacularmente en la practica
médica de todo el mundo. AGn mas importante, se ha descrito
nuevas indicaciones clinicas para el tratamiento enzimatico
sistémico con resultados sumamente prometedores. Ademas de su
uso para los trastornos digestivos. En Estados Unidos y otros
paises, en la actualidad las enzimas se utilizan extensamente en
el tratamiento de wvarios tipos de coagulos sanguineos, sobre



todo en los gue causan atagques cardiacos y oclusiones de las
venas de las extremidades inferiores y en el tratamiento de

varias patologias deficitarias congénitas. Recientemente se
aprobdé la administracién de enzimas en el enfisema pulmonar de
subtipos especificos. Se ha comprobado que otras numerosas

enfermedades se deben a anomalias, defectos o deficiencia de
sigstemas enzimiticos especificos. El conocimiento de este &ambito
se ha ampliado enormemente con ayuda de 1la tecnologia mas
moderna, como las técnicas de ingenieria genética con base de
DNA recombinante (35).

Las enzimas, compuestos sgumamente importantes para los seres-
vivos por ser, como se ha wmencionado catalizadores organicos
responsables de la mayoria de las reacciones gquimicas que
suceden en el organismo, se encuentran en todos los tejidos.
Algunas se han identificado en el plasma (o en el suero), al que
llegan desde las células darfiadas o gquiz&s incluso desde las
células intactas. El1 interés de 1los clinicos por las enzimas
séricas empezd hace mas de medio siglo, con. la demostracién de
la wutilidad de 1los niveles de fosfatasa alcalina en el
diagnéstico de las enfermedades &seas y hepatobiliares, de los
niveles de fosfatas &acida en el diagnéstico de carcinoma de
préstata y de los niveles de amilasa y lipasa en el diagnéstico
de las pancreopatias. Pese a la utilidad clinica de estos
parametros en la enfermedad y a la demostracién de un nGmero
determinado de otras enzimas séricas durante los siguientes 25
afios, el interés clinico de la enzimologia sérica se mantuvo en
un cierto letargo hasta 1953. La demostracién en ese ' afio de la
glutamato-oxaloaceto-transaminasa (GOoT) o aspartato amino
transferasa (ASAT) en el suero de individuos normales y 1las
observaciones subsiguientes de que el aumento de los niveles de
esta enzima eran 1Utiles en el diagnéstico de las enfermedades
cardiacas y hepaticas condujeron a una acentuada intensificacidén
del interés por la enzimologia.

En la actualidad, se han ‘identificado en el suero mas de 50
enzimas. Los niveles de muchas enzimas han sido estudiados con
extensién en una gran variedad de enfermedades. Se han aplicado
algunas pruebas de enzimas séricas con tanta amplitud en algunos
problemas clinicos, gque se consideran procedimientos habituales
en el laboratorio; tal es el caso de las determinaciones de:
fosfatasa alcalina, lipasa, amilasa, aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), 1lactato deshidrogenasa
(LDH) Y creatincinasa (CK) . Otras como: gamma glutamil

9



transferasa (GGT) , aldolasa (ald) , hidroxibutirato-

deshidrogenasa (HBD), aunque muestran claramente ser un reflejo
de diversas enfermedades, se 1llevan a cabo relativamente en
pocos laboratorios clinicos, porque la prueba en si es

técnicamente dificil o porque la informacién facilitada se
considera gque ayuda muy poco a la .ya proporcionada por las
enzimas de evaluacidén habitual.

Las enzimas objeto del presente trabajo pertenecen al grupo de
las que tienen mayor importancia c¢linica y se determinan
habitualmente. A continuacién se mencionara de manera breve y
particular su importancia clinica:

AST: Cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del
agpartato al alfa-cetoglutarato, es una de las enzimas que
cataliza el intercambio de los grupos amino y &acidos alfa ceto.
Se encuentra ampliamente distribuida en 1los tejidos con una
cantidad significativa en el corazén y en el higado. Pueden
encontrarse cantidades pequefias de ella en el misculo
esquelético, rifiones, pancreas, bazo, pulmones y cerebro. Los
dafios a estos tejidos resultan en la liberacidén de la enzima a
la circulacidén general. En el infarto al miocardio, esta enzima
sérica puede comenzar a aumentar entre las 6 y 'las 8 horas
posteriores al inicio de éste, llegando a su maxima
concentracién a los 2 dias y volviendo a niveles normales al

quinto © sexto dia después del infarto. Un aumento en la.

concentracién 'sérica de AST puede verse. también en hepatitis,
necrosis del higado, cirrosis y metéstasis del higado.

ALT: Cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de
la alanina al alfa-cetoglutarato, también se ha encontrado que
se halla extensamente distribuida en 1los humanos. El1 alto
contenido de estd enzima en el higado, en comparaciém con la
relativamente baja concentracién en el miocardio y otros tejidos
ha llevado a la aplicacién de su determinacién en el estudio de
la enfermedad hepitica. Los enfermos con hepatitis viral y otras
formas de necrosis hepitica muestran elevaciones importantes del
nivel de ALT. En la mayoria de 1los individuos con ictericia

posthepatica y colestasis intrahep&dtica sus valores son
moderadamente altos y resultan incluso ma&s bajos en la mayoria
de los pacientes con carcinoma metastasico, cirrosis o

esteatonecrosis alcohdélica. Los valores de la ALT son tan altos
o mds que los de AST en la mayoria de los enfermos con hepatitis
viral, ictericia posthepatica Yy colestasis intrahepéatica,
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mientras que son mas bajos gque los respectivos de AST en los
enfermos con cirrosis o carcinoma metastésico. Los niveles de
ALT son normales o estan muy poco elevados en pacientes con
infarto al miocardio.

ALP: Cataliza la hidrélisis de enlaces fosfoéster de cualquier
compuesto que tenga unido un fosfato. Fue la primera enzima del
suero esgstudiada en la enfermedad hepatica y ha sido aplicada
ampliamente en el diagndstico diferencial de 1la ictericia
(ictericia hepato celular/ictericia obstructiva) Yy de
enfermedades &seas con incremento en ‘la actividad osteoblastica,
estas enfermedades incluyen la osteitis deformante, raguitismo,
osteomalacia, hiperparatiroidismo, £fracturas en consolidacidén y
tumores J&seos osteocondensantes primarios y secundarios. Los
nifios en crecimiento y las mujeres embarazadas en el tercer
trimestre presentan niveles elevados de fosfatasa alcalina.

LDH: Cataliza la oxidacién reversible de lactato a piruvato.
Estd ampliamente distribuida en tejidos de mamiferos y es mas
abundante en el miocardio, rifién, higado y misculo. Niveles
altos ~de LDH son clinicamente significativos Y pueden
‘encontrarse en enfermedades que causan dafio celular. La
determinacién de esta enzima se emplea en el diagnéstico y
tratamiente de enfermedades hepaticas tales como: hepatitis
viral aguda, cirrosis y carcinoma metastéasico, asi como de
enfermedades cardiacas tales como: infarto al miocardio y en
casos de tumores de pulmones Yy rifiones. Los niveles séricos
elevados de LDH se observan en muchas circunstancias, los
valores mas altos (elevaciones de 2 a 40 veces el valor normal)
se- ven en casos de anemia megaloblastica, en carcinomatosis
extensas, en el “shock” grave y en la anoxia. En el caso de 1la
determinacién de la LDH se obtiene una mayor especificidad con
fines diagndésticos con la medicidén de una o varias de sus 5
iscenzimas, segin sea el caso, por ejemplo después de un infarto
agudo del miocardio, egst&s asumen un perfil de “inversién” en
cuestién de 12 a 24 horas y la LDH1 resulta mas alta que la
LDH2.

v

2.3 EVOLUCION DE LOS METODOS DE MEDICION DE LAS ENZIMAS.
Como se sefialé antes, con la utilizacidén de la enzimologia para

el diagnéstico clinico tuvieron que desarrollarse métodos y
aparatos que permitieran efectuar las mediciones c¢on alta
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calidad y bajo costo (26). El camino seguido para cada una de
las enzimas que se emplean resulta igualmente interesante, no
s6lo desde el punto de vista del método sino de la utilidad
clinica, como se sefiala mas adelante.

En general, los métodos utilizados al inicio de la enzimologia
eran colorimétricos, es decir gue se media finicamente en 1la
regién visible del espectro radiante (400-700 nm), . la . razén es
que los laboratorios sélo contaban con fotocolorimetros, un_
ejemplo de esto es el método colorimétrico para medir las dos
transaminasas de interés clinico (ALT y AST), basado en 1la
reaccién de los cetodcidos con la dinitrofenil hidracina. Varios
son los defectos de estos métodos, uno es que la reaccidén del
compuesto para desarrollar color no es estequiométrica o
especifica, Yrespectivamente; otro es gque esos aparatos dgque se
utilizaban no tenian control de la temperatura y en consecuencia
los resultados eran afectados por ésta. Adicionalmente, esos
métodos dificilmente permitian la medicién de la actividad a
diferentes tiempos (cinéticos), lo cual dificultaba la
determinacidén de la velocidad inicial.

La mwmayor parte de los métodos ahora utilizados ocupan 1la
oxidacién o reduccién del nicotin adenosin dinucleétido (NAD) y
miden los decrementos o incrementos de absorbancia a 340 nm,
respectivamente. Esa longitud de onda esta en -la regién
ultravioleta (UV), razén por la que cén frecuencia son llamados
métodos UV y por medir a diferentes tiempos también se llaman
métodos c¢inéticos. En las reacciones en las gque se utiliza
NAD/NADH, la medicién de la actividad se hace directamente
(métodos directos) y en aquellas reacciones en las que no se
utiliza, se acoplan una o varias  enzimas secundarias para gque
finalmente también se mida NAD/NADH, por ello se les denominan
métodos indirectos o acoplados.

+Asi, para la medicién de las enzimas con métodos modernos, es
necesario gue los laboratorios cuenten con fotémetros o
espectrofotdmetros que puedan medir a 340 nm, con lecturas
digitales, que tengan un ancho de banda pequefio, temperatura
regulada en la celda de reaccidén, de preferencia con sistema
Pelltier y con celdas cuadradas o rectangulares. Todas estas
caracterigticas las reldnen casi todos los equipos modernos, sin
importar sin son manuales o automatizados. Los métodos
enzimidticos también han evolucionado para permitir la medicién
diferencial de alguna isoenzima en particular. Inicialmente se
media la actividad total de la enzima, sin embargo, debido a que
varias enzimas como: LDH, ALP se localizan en varios tejidos u
érganos, una elevacién no sefialaba el sitio del dafio y para
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localizarlo fue necesario establecer 1la igsocenzima gque se
elevaba. El patrén isocenzimidtico se establecia con la separacidn
electroforética o cromatografica, previo a la medicidén de la
enzima en las diferentes fracciones, procedimiento que resultaba
lento y costoso, no s6lo por los reactivos utilizados sino
también por la necesidad de equipos especiales. Debido a esto se
desarrollaron métodos analiticos que permiten la medicidén de
las isocenzimas de interés como los que se mencionan a
continuacién:

La isocenzima LDH1, también llamada HBDH, se eleva
considerablemente en la sangre 24 horas después de gque se
presenta un infarto del miocardio. Se mide de wuna manera tan
sencilla como la LDH total; dnicamente se substituye al sustrato
lactato por alfa-hidroxibutirato, gque es un sustrato gque no
utilizan las isocenzimas LDH2, LDH3, LDH4 y LDHS5. ]

La medicién diferencial de 1las isocenzimas de ' la ALP es
importante para distinguir si wuna elevacién es debida a
enfermedad hepatica o a un proceso de formaciém de hueso o de
crecimiento &seo. La medicién diferencial se ha intentado por
diferentes medios como la inactivacién térmica de una de las
iscenzimas, sin embargo, la precisién del método no es buena y
se sigue prefiriendo la electroforesis.

El desarrollo de los métodos optimizados ha sido, como se  sefiald
antes, uno de 1los pasos mas importantes en el campo de 1la
enzimologia c¢linica (12). En general, lo que se pretende es
‘simplificar al maximo los procedimientos analiticos, evitando
los pasos preanaliticos como la dilucién de las muestras vy
disminuir siempre que se pueda el nimero de mediciones de
volGmenes. Evidentemente gque también se buscan las mejores
condiciones.: para - que.- la actividad enzimatica sea maxima,
aumentando la sensibilidad del método, lo gque a su vez permite
utilizar la menor cantidad de muestra.

Es pertinente sefilalar que a pesar de los esfuerzos, atn no se
tienen métodos optimizados para todas las enzimas de interés
clinico y que para otras se cuenta con métodos optimizados por
varias organizaciones cientificas. Por la importancia de 1lo
expresado, a continuacién se sefiala la situacién de cada una de
las enzimas, motivo de este trabajo, gque mas se utilizan en
nuestro pais:

Aspartato amino transferasa (AST) . Se cuenta con métodos
optimizados por la IFCC, SCE, SFBC, JSCC, SEQC, NVKC y DGKCH.
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Alanina amino transferasa (ALT) . Se cuenta con métodos
optimizadog por la IFCC, SCE, SFBC, JSCC, SEQC, NVKC y DGKCH.

Fosfatasa alcalina (ALP). Se cuenta con métodos optimizados porxr
la IFCC, DGKCH, NVKC, SFBC y SCE.

Deshidrogenasa lactica (LDH). Se cuenta con métodos optimizados
por la: SCE, SFBC y SEQC.

En las tablas siguientes se resumen las principales (similitudes

y diferencias) de los diferentes métodos para cada una de las
enzimas.
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LA LR T . ZETTwEERY

D% AR eV r
N°* METODO FUNDAMENTODELASTECNICAS LO'GITUDDEONDA VALORES DE REFERENCIA
_—
Sol.concantraca de amortiguador TRIS
N IFCG sPPY Aspartato + slfa ceto-ghutarsto <—AST—> Oxalacetato + Glutamato Sol.concentrada de NADH
Oralacetato + NADH + He <—NDH~> Malato 501, Concentrda de malato desticrogenass $omm ezsun
lactics
Amortiguador: Tris {hidroximeti
Laspartato ¢ 2 AST—> Oxal L-Glutamat Sustrato: L-aspanato
2 IFCC chPY Cxalacwtato + NADH + H <—MDH—> L-Malalo + NAD+ EnzimasMDH.LDHNADH Hamm tesoun
Coenzima: atfa mmn
Amoriguadoriostato
DGKC alfa cotoghitarato + L-aspartato <—AST—> L-Ghutamato + Oxalacelalo Sustrato: L-aspartato
3 Oxalacetao + NADH + Hs <~MDH—> L-Malato + NAD+ EnzimasiMOH,LDH NADH Hoom HASTASI UL
Coenzima: alfa cot
Amontiguador-fostalo
alfa catogiutarato + L-aspaniato ~AST—~> L-Glutamalo + Oxalacetato Sustrato: L-aspartalo
4 T
HITACH! Oxalacetao # NADH + He ~MOH-~> L-Malato + NAD+ Enzimas:MOH,LDH,NADH 3400m HASTAS1 UL
Coenzima: alfa celogtarato
Amortiguador, Tris
L-aspartato 42 ASTe> L-Glutamat Sustrato: Laspartato
5 340 nm 104200
BECKMAN Oxalacetalo + NADH ¢ He <-~MDH--> L-Malaio + NAD+ Enzimas:MOH,LOH NADH
Cosaina: s ovogltarato
Tampén TRIS pH 7.8
MERCK alta cetogiutaraa + aspartato -~AST-=> L-Gitamato + Oxalaceisto L-aspartaio HASTA 38 UL
6 Oxalacetato + NADH + He —~MOH~> Malato + NAD NADH, LDH o
- MOH. lllwllﬂinwllo
Aspartato + affa ceto-glutarato ~AST P-5-P—> Oxalecetato + Gitamato Aspartato de sodio, fosiato de sodio
7 VITROS Ox Piruvato cm ) Sodio affa-cetogivtaralo, pinivsto oxidase 6700 1548 UL
Piruvato + Fostato + 02 ——piruvalo oxidasa~—> Perdxido de hidrogeno +acetiffosi§  imidazol {leuco-colorants), peroxidasa
Pordxido 68 m + louco colorants ﬁlﬂlﬂ—b colorante d E’Monl—slosmn de Na. cxalacetato duwbo&
2-oxogiutarato, L-aspartato
8 " L-aspartalo + 2 oxoghaarato ~-AST~—> Oxalacetalo + L-Glutamato NADH, LDH 340 1548 UL
Oxalacetaio + NADH + He —MDH >0 Malato + NAD+ MDH
—
NADH, 2-xogiutarato
2-Oxogiutarato + L-aspartalo «~AST—-> L-glutamato + Oxalacetato Malato deshidrogenasa ™ 12310L
o CHIRON Oxaiacetato + NADH + He --MDH—> Malato « NAD L-acido aspértico "
Tris butter
n———
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. o) B A e T R TRy PR
N* METODO FUNDAMENTODELASTECNICAS REACTIVOS LONGITUD DE ONDA VALORES DE REFERENCIA
Reaccion prmaria: Amortiguador Tris .
Aaning + alla-cotogiuanalo «—-ALT~> Piruvato + Glutamato tucién concentrada de deshidrogenasa Wctica
1 IFCC oPPY 19 UL
Reactidn indicadora: Sol. De 2-cstogitanto Horm 19
Piruvato 4 NADH 4 He <—LDH—> Lactato + NADs Solucién concentrada de NADH
i Tris (hidroximatd), L-alanina
L-alanina + 2-oxogiutarate <—ALT-——> Piryvato +L-glulamato Ac. 2-0xoghutarico, fosfato de pridoxal
2 {FCC cPPY m 858 UL
Pirgvato + NADH ¢ He <~LOH-—> Laciato + NAD+ . NADH, Lactato Deshidrogenass o
Amortiguador; {ostato
alfe cotogiutarato + L-alanina~c--ALT~-> L-glutamato + Pirwvato Sustrato: L-slaning
3 A40UL
DaKCH Piruvato + NAUH + He <=-LOH-> Lactato + NAD+ Enzime: (DH, Coenzima: NADH Hapm HASTA 40U
- catogiutanto
Amortiguador fostato
alfa cotopiutanto + Lalaning <—~ALT—> Lgiutamato + Piruvalo Sustrato: L-alening
4 N HASTA 40UL
HITACH Pieuvato + NADH + He <—LDH—> Lactalo + NAD+ Enzima: LDH, Comnzima: NADH sanm ASTA 0
lﬂumﬂmmo
- Alta cto ghutarato
CIOA alfs cotogivtarato + L-alaning <~—ALT-—> L-glutamato + Piruvalo Lactato deshidrogenasa 10-60UL
8 ee Piruvalo + NADH ¢ He <o LOH-> Lactalo + NAD+ Lalanina, Tris bufter Hom
NADH, Bufter TRIS
e—
Ala ceto gutarato
ifa: + L-alaning— ALT—>L-Glut Pinwvato LDH, NADH
MERCK . A4OUL
s PUrwvato + NADH + Hs —LDH-—> Laciato + NADS Lanina Hoom HAST
nm&rms
Lactato deshidrogenasa
afa cologhutarato + Alaning <—ALT-—> Ghtamato + Pirwvato L-alanian, NADH
TROS 0 1166 UL
7 w Pinuvato + NADH + He <~-LDH P-5-P > Lactato + NAD+ atia-cologiutarato de sodio un
Piridoxal 5-fosfato de sodio
2-cxogiutarsio
L-alaning + 2-Oxogivtarato—> Piruvato + Gislamato Leslanisn, NADH m 1340UL
& t Picuvato + NADH 4 He -———> Liactato + NAD+ LOH o
NADH, Tris butier
L-alaning + 2-qxogiutanato <—~ALT—> Piruvato +L-glitamato Lactato deshidrogenasa 23U
¢ CHRON Piruvato + NADH ¢ He <—~LDH-> Laciaio + NAD+ Ham
L-alanina
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AP
N* METODO

NOMBRE DE NETODO

FUNDAMENTODELASTECNICAS

T R
(e bl )

REACTIVOS

LONGITUD OE ONDA

VALORES DE REFERENCIA

IFCC PNPP

Fostato de p-nitrofenia - Mg+ 2 AMP, ALKP—> piitrofendl + H3PO4

proitrolend fostato
2-aming-2-metil-1-propanol (2A2M1P)
sutfato de magnesio

3B-126 UL

4 4 H20 = FA—> 4.

m—
Raming-2-metd-1-propanol (2A2M1P)

acetato de magnesio, EDTA
sutfato de zinc, NaOH

P-ORrolenifostalo + H20 —FA—> fostato + p-nitrcenol

405nm

25100UL

Amortiguador, dietianolamina
Sustrato: pitrofenitostato de $000

405nm

seZ7ouL

p-nitroleniostaio « H20 —FA-—> fostalo + p-nitrolencl

405 nm

98213 UL

poiiroleniiontaid ¢ H20 —FA. Mes—> fostata + pitrofenct

2-amino-2+met-1-propancl (ZA2M1P)
" suitato de magrasio

4106m

12101

pnitroleniiosialo ——-ALP—> p-nitrofenal + fostato

Susirata: pnikolenifosfato
Amortiguador; DEA
Cloruro de magnesio

ezrsuL

Fostato de p-nisvienio — Nig+2 AMP, ALKP—> p-nitrofancl + H3PO4

T pnitolend fostslo
[2-amino-2.meti-1-propanal (2A2M1P}
sulfaio de magnesio

38126 UL

PNPP4HZ0 ——ALP, Zn2+Mg2¢-—> Prp + HPO4 2-

oo
2-aming-2-metil-1-propanoi {2A2M1P)
Zn2+, HEDTA, Mg2+

405nm

53128 UL

PNFF ¢ H20 —FAw> pitrofenio + HPOA + 2He

acetato de magnesio
. pnitrofen fostato
AMP bufler

3312000
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| R o T
AR s i M Lo LA o o
N* METODO FUNDAMENTODELASTECNICAS LONGITUD DE ONDA VALORES DE REFERENCIA
' L-P TRIS Lactalo + NAD4—~LDH-~> Pirvato + NADH + He 340nm 90-221 UL
Piruvato
2 P-L DGKCH Piruvato + NADH ¢ He —-LDH—> L-Lactalo + NAD+ NADH 40nm 180450 UL
Buffer de fostatos
Pinvalo
3 P.L SFBC Pirovato + NADH + He< —-LOH-—> L4aciato + NAD+ NADH 40nm 2114230
. Tris tutfer
NaCl
m——
Piovalo
. HITACH) Pirovato 4 NADH + He <——LDH-=-> L:{actato + NAD+ NADH 340nm 230480UL
Buffor tostatos
. Pinnvato
5 BE Pinveio 4 NADH + He c—LDiH—~> L-Lactato + NAD+ NADH g m 180-225 UL
Bufer fosfatos
Pinvato
6 MERCK Pinvalo + NADH ¢ He ~LDH~> Lactato + NAD+ NADH 340mm 230450 UL
Tis butter
Piruvalo de Sodio
7 s Pirevato + NADH + He —LDH-~-—> Lactato + NAD+ . NADH 40nm N3s18UL
VITRO Surfactantes, poiimeros
. - Lactaio de Utio
8 v Lactato + NAD+ —LDH-—> Piruvato + NADH ¢ He . NAD Honm 100250 UL
Lactalo
9 CHIRON Lactato 4 NADs —~-LDH> Pirovalo + NADH ¢ He m’N:z‘ 40nm 90-221 UL
for
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2.4 CONTROL DE CALIDAD.

Definir la calidad no es algo sencillo, incluso los
especialistas reconocidos internacionalmente no estidn del todo
de acuerdo, cada uno tiene su propia concepcién, todas correctas
pero enfocadas en diferentes aspectos.

El campo de aplicacién de la calidad es tan amplio que resulta
dificil tener una sola frase que cubra todas las posibilidades.
Definirla de manera sencilla, no puede abarcar todas las
aplicaciones, aunque ha adquirido popularidad la definicidn de
calidad como excelencia.

Se dice gue un cliente no sabe definirla, pero si es capaz de
distinguir un producto bueno de uno malo. Para €l no importa la
definicién, pero para quienes tienen que crearla y controlarla
se hace necesario saber que significa este concepto.

De acuerdo al diccionario calidad proviene del Latin qualitatem
que significa conjunto de cualidades que constituye la manera de
ser de una persona o cosa. Joseph M Juran resume todas 1las
definiciones de calidad en un solo concepto:

“Calidad es la idoneidad, aptitud o adecuacidén al uso*“. La
idoneidad, aptitud o adecuacidn al uso es la propiedad de un
bien o un servicio que contribuye a satisfacer las necesidades
de los clientes, en el tiempo requerido y con el propdsito para
el cual. fue disefiado. La adecuacién al uso o calidad se
determina por las caracteristicas gque el usuario reconoce como
benéficas para él. Tales .como: la wvida 1dtil de un producto, 1la
calidad del servicio, el tiempo de entrega del producto.

Kaoru Ishikawa la define como ‘“proporcionar al cliente a 1la
siguiente persona implicada en el proceso lo gque requiere, sea
un bien o un servicio, adecuado para su uso y hacerlo de wmodo
que cada tarea se realice bien desde la primera vez”. Esta
propuesta introduce el concepto de cliente interno. Considera al
trabajador como proveedor o receptor en el proceso de
produccidén, pues la .conceptualizacién de 1la calidad en el
sistema requiere que en cada etapa del proceso, desde la inicial
hasta que el producto se entrega al cliente, el resultado sea
adecuado al uso en la siguiente fase.

W Edwards Deming, aunque no da en forma explicita una
definicidén de calidad, la describe como un “grado predecible de
uniformidad y confiabilidad a bajo costo y acorde con el
mercado” . Para Deming la calidad est& en funcién del cliente: 1lo
que gquiere y necesita, es decir, la satisfaccidén del cliente.
Armand V. Feigenbaum considera la calidad no significa *“lo
mejor"“, sino “lo mejor para el cliente al mejor precio”.
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Para Philip B, Crosby la idea. de la calidad tiene que wver con
.todo un sistema preventivo que permita a una empresa cumplir con
los requerimientos de los clientes y en el cual debe ser medido
a través del costo del incumplimiento, o sea el costo de la no
calidad.

El concepto de 1la calidad en el mundo empresarial puede
considerarse una filosofia estrechamente relacionada con la
mercadotecnia y los recursos humanos. -Da lugar a un estilo de
direccién y administracién, orientado a la empresa, hacia el
cliente externo y la satisfaccidn de sus necesidades vy hacia el
cliente interno y el fomento de su motivacién, formacién vy
participacién. La calidad de 1los productos Yy procesos es el
nexo de unién entre ambas clases de clientes. Este enfoque es la
calidad total, el total gquality management, la calidad total o
el control total de la calidad. En sintesis, esto da lugar a que
la meta de una empresa sea conseguir la excelencia mediante una
administracién por calidad en todos los niveles de actividad.

A través de las diversas definiciones de calidad mencionadas, se
deduce que el concepto de calidad es siempre un binomio
producto/cliente, pudiéndose decir gque: calidad es igual a
satisfaccidén del cliente (33).

Nadie puede negar que la calidad existe y que como tal
continuamente desempefia funciones. Estas son numerosas pero al
reflexionar en lo que sSe promueve se determinan las méas

importantes. La calidad estéa implicita en actividades,
objetivos, administracidn, economia, . sociedad, familia,
atencidn, relacidén, servicio, investigacidn, persona, nacidn,
innovacidn, presupuestos, aprendizajes, habilidades, vida,
capacitacidn, etc.
- Las funciones mids relevantes de 1la calidad, se pueden

identificar como: nicleo operativo (centro gue genera cada una
de las acciones gue tienen como fin mejorar nuestro entorno),
indicador de cambios (ayuda a decidir que hacer, que dejar de
hacer y a que dar prioridad), puente de enlace (no es 1la
rivalidad sino la complementaridad 1lo que fundamenta sus
acciones), promesa de orden (implica el orden entre los
integrantes de una comunidad), innovacién (como resultado de la
investigacidn derivada del estudio de los sistemas),
sensibilidad ( reconocemos la necesidad de planear, actuar y
evaluar, ordenamos nuestras actividades) (30).

¢Cuales son los verdaderos beneficios de wmejorar la calidad?.
Esta pregunta se puede responder simplemente analizando el costo
de la mala calidad. Esta puede ejercer un efecto poderoso en el
desempefio de cualquier empresa u organizacién. Casi siempre el
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costo de la mala calidad representa de 15 a 20% de las ventas.
Ademas hasta 25% de los activos, 25% del personal, 40% del
espacio y 50% del inventario se pueden atribuir al manejo o
tratamiento de componentes o productos defectuosos. ’

No obstante, la mayoria de estos costos han estado ocultos. Los
costos visibles de una mala calidad, como los desperdicios, los
retrabajos y las garantias representan una minima parte,
generalmente sélo una fraccidén de los costos totales y no han
sido lo suficientemente grandes como para llamar la atencidén de
la gerencia. Las compaifiias que comprenden la magnitud de 1a
oportunidad e incluyen el mejoramiento de la calidad como un
elemento clave en la estrategia competitiva, pueden reducir los
costos de calidad en un 90%, wmejorar el rendimiento sobre 1la
inversién y las utilidades aumentar la participacién en el
mercado (8). : : '

Es innegable que también en todas las &Areas relacionadas con el
cuidadeo de la salud (Healt Care Industry), es de vital
importancia que todas las actividades correctas se realicen bien
y a la primera vez, premisa fundamental de lo que se conoce
actualmente como Control Total de la Calidad (16).

En dicho sector no caben margenes de error gque puedan manejarse
en otras Aareas pPoOr muy pequefios que &stos sean. Hasta hace poco
tiempo sdélo se escuchaba hablar de Control Total de la Calidad
en empresa manufactureras, extendiéndose poco - a poco su
aplicacién al A&area de servicios incluyéndose recientemente al
Sector Salud como aArea prestadora de servicios (44).
Histdricamente en la mayoria de las organizaciones dedicadas al
cuidado de la Salud se tiene la idea de gque este concepto de
hacer bien las cosas correctas y todo 1lo relacionado con 1la

Calidad esta implicito y claramente entendido. - Nada mAas lejos
de la realidad, lo cual ha sido demostrado por infinidad de
encuestas aplicadas en organizaciones pertenecientes a este

sector en paises desarrollados como Canada y Estados Unidos de
Norteamérica (15).

En los Estados Unidos, por ejemplo, hospitales y otras
organizaciocnes dedicadas al cuidado de la salud, han ido
implantando progresivamente programas para el mejoramiento
continuo -de la calidad de 1los servicios con el fin de reducir
costos, mejorar la eficiencia y proporcionar un &6ptimo cuidado
de la salud.

En este pais se han realizado encuestas también con el fin de
descubrir cual es el tipo fundamental de cambios gque deben
hacerse. Analizando los datos de dichas encuestas se ha podido
determinar cual es el estado actual de los programas de calidad

21



en estas organizaciones, identificar los problemas comunes para
su implantacidén y hacer recomendaciones o tomar ideas para que
esta sea exitosa. De los datos mas interesantes obtenidos en una
de las encuestas y que coincide en un alto grado con otras gque
han sido aplicadas, destaca el hecho de que en la mayoria de
las organizaciones gque cuentan con un programa de Calidad 1los
directivos estan altamente comprometidos con éste y brindan el
apoyo requerido, obteniéndose que el coeficiente de correlacidén
entre el soporte administrativo y la cultura organizacional es
significativo, mostrando que los dos van de la mano.

La literatura reporta actualmente, incluso en el caso de paises
en desarrollo como el nuestro, un nimero significativo de casos
practicos de la aplicacién de los conceptos y herramientas de
Calidad en diversas organizaciones involucradas en el cuidado de
la salud. Los conceptos de Calidad tienen una excitante vy
promisoria aplicacidén en la Industria del Cuidado de la Salud,
sin. embargo para garantizar su éxito es necesario que las
organizaciones desarrollen estrategias para la implantacidn de
los programas que aseguren la permanencia de la energia y el
entusiasmo asi como la incorporacién de los conceptos de Calidad
a la cultura de la empresa (15,47,49).

En nuestro pais se han hecho intentos importantes para hacer que
deje de considerarse a la Calidad como un valor implicito en las
organizaciones pertenecientes a este sector y que realmente se
arraigue en ellas una cultura de la Calidad. En 1985 se propuso
por primera vez la utilizacién del término “Garantia de la
Calidad de la Atencidn Médica” y de esa fecha a la actualidad se
ha intensificado el uso de términos como Calidad Total o
Mejoramiento Continuo de la Calidad entre otros. En la propia
Secretaria de Salud se formoé una Direccidn encargada
egspecificamente de la Calidad de la atencidén, reportindose en
1996 gue préacticamente en los 220 Centros de Salud de dicha
Secretaria que existen en el D. F. hay grupos de Mejora de la
Calidad trabajando. .

Con respecto al sector privado, a pesar de la crisis econdmica
que se vive actualmente existe un creciente interés en tener
asesoria para mejorar la Calidad, debido probablemente a
factores tales como el aumento de la competencia, presién por
parte de las compafiias aseguradoras y los bancos por que
demuestren el nivel de la Calidad con el que operan el Tratado
del Libre Comercio.

La constitucién de la Comisidén de Arbitraje Médico en México es
un claro ejemplo de gque la presidn social existente es muy
grande y de que no pueden dejarse a un lado datos como 1los
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reportados, por ejemplo en la Encuesta Nacional de Satisfaccidén
de la Poblacidén Mexicana con los Servicios de Salud, en donde a
la pregunta de ¢cuadl considera usted gque es el principal
problema con los servicios de Salud en México?, el 44% respondiéd
*mala Calidad”, por encima de “pocos recursos” que fue un 30% y
“poco acceso” que representd un 11% Lo gue demanda la poblacidn
de manera principal no son mag si no mejores servicios (44).

2.5 CONTROL DE LA CALIDAD EN EL LABORATORIO CLINICO.

En el ‘caso particular de los laboratorios de andlisis clinicos
se han reportado la aplicacidn de los conceptos de Calidad en
sus actividades desde hace varias décadas, sobre todo en los
paises desarrollados.

Las mediciones que se realizan en los laboratorios son afectadas
por muchas diferentes fuentes de variacidén. Esto fue reconocido
desde 1931, afic en gque Schewart publicé el primer libro de
Control de Calidad Interno para Laboratorios Farmacéuticos y fue
hasta 1950 cuando Levey Yy Jennings lo introdujeron a 1los
laboratorios clinicos de los Estados Unidos, en este Gltimo pais
la Evaluacién Externa de la Calidad de los laboratorios clinicos
se inicidé en 1947 (5).

De acuerdo con la IFCC, el control de calidad en quimica clinica
se define como el estudio de los errores gque son responsabilidad
del 1laboratorio y de 1los procedimientos para reconocerlos,
minimizarlos y evitarlos. El CCI es un procedimiento que utiliza
los resultados de un solo laboratorio con el propdsito de
controlar la calidad y el CCE es el gue utiliza los resultados
de varios laboratorios que analizan la misma wmuestra, con dicho

propdsito.

Se debe remarcar gque el control de 1la calidad externo no
sustituye al control de calidad interno, sino que son
complementarios.

En términos muy generales mencionaremos que el control de
calidad interno se basa en el empleo de muestras control (de uno
o wvarios niveles de concentracidn), cuyas valoraciones’' se
registran en las denominadas gr&aficas de Levey-Jennings, con las
cuales ademas se calcula el wvalor medio, la desviacidén estandar
Yy el coeficiente de variacién (CV) determindndose finalmente,
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mediante la aplicacidén de las reglas de control de Westgard, si
la determinacidén estd o no fuera de control. El1 control de
calidad externo, gue tiene como finalidad principal detectar
errores sistemdticos relacionados con la exactitud de los
métodos analiticos del laboratorio clinico, emplea para tal fin
el cdlculo del % de error y la puntuacidn del indice de varianza
(PIV) .

En los paises mas desarrollados en este campo, se han
establecido programas de control de calidad externo (CCE) gue
funcionan de manera permanente, existiendo en algunos casos mas
de uno. Algunos programas son organizados por ingtituciones
gubernamentales como en los Estados Unidos, otro por cuerpos
académicos apoyados por su gobierno como en el Reino Unido. En
la mayoria de los programas se involucran metodologias gque van
desde las mas simples, como las mediciones de sustancias
gquimicas, hasta de mayor dificultad como las celulares, las
microbiolégicas, las enzimaticas y las inmunoldégicas.

El programa de CCE del Colegio de Patdlogos Americanos, que se
inici® en la década de los 40”s actualmente se han convertido en
el lider a nivel mundial, seguido muy cerca por el Programa para
el Mejoramiento de la Calidad de Nueva York.

En CanadAa la Asociacidén Médica de Ontario, dirige el Programa
para el Mejoramiento de la Calidad de los Laboratorios.

El Esquema Nacional para la Valoracién externa de la Calidad en
los Laboratorios Clinicos de la Gran Bretafia, que inicidé en
1969, sigue funcionando y trabaja en conjunto con el Centro de
Colaboracién de 1la Organizacidén Mundial de 1la Salud para 1la
Investigacidén y Servicios de Referencia en Quimica Clinica, en
la Gran Bretafia existe otro programa gque es exclusivo para
componentes hematoldgicos, de lo cual derivd el esquema
internacional para 1la Valoracidén Externa de 1la Calidad en
Hematologia, de la Organizacién Mundial de ia Salud.

Siguiendo la misma escuela del Dr. Whitehead de la Gran Bretaiia,
se han iniciado sgistemas de evaluacién semejantes, en Suecia,
Dinamarca, Finlandia y Noruega, auspiciados por 1la Sociedad
Escandinava de Quimica y Fisiologia Clinica.

En Bélgica, De Leenher inicié en 1973 la evaluacién externa de
la calidad de 12 componentes quimicos y hematoldégicos. En
Holanda la asociacién de profesionales “Dutch Foundation for
Quality Assesment in Clinical Chemistry” inicidé en 1973, un
esquema de evaluacién de la Calidad gque incluye los componentes
quimicos sanguineos, urinarios y de cadlculos renales, asi como
componentes hematolégicos, inmunoquimicos y de banco de sangre.
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Ademas este programa combina las cualidades del Control de
Calidad Interno (CCI) con las del CCE. Arabia Saudita también
cuenta con un esquema de Control de cCalidad.

En diferentes paises se ha legislado para gue el CCE se realice
de manera obligatoria, lo gque probablemente ha acelerado su
desarrollo de tal forma que actualmente tienen programas
especificos para diferentes componentes de interés clinico como
hormonas, medicamentos, marcadores tumorales Y diferentes
pruebas de coagulacidén (6).

El Colegio de Patdlogos Americanos inicidé en 1989, lo gque
denominaron Q-Probes Program, que en 6 afios ha llevado a cabo 75
estudios sobre diferentes aspectos de la Calidad, habiendo
informado datos interesantes como por ejemplo el haber
encontrado gque de 631 hospitales, de entre 250 a 500 camas,
detectaron un total de 61,496 errores de todo tipo incluyendo
los analiticos, en un periodo de 3 meses.

El mismo Colegio también sefiala que los programas externos de
evaluacidén (Proficiency testing) han sido y seguiridn siendo una
herramienta valiosa para asegurar la calidad analitica de 1los
laboratorios, por lo que deben ser enriquecidos. Mencionan gque
los analistas

Que no han recibido wuna preparacién sélida, tradicional .y
especifica para el laboratorio clinico, ignoran 1la importancia
de dichos programas y se resisten a participar, por implicar una
evaluacidén, por ello sugieren que en los programas educacionales
se resalte su importancia(7).

En Latinocamérica, la Sociedad Brasilefia de Anadlisis Clinicos,
desde 1976 organiza el Programa Nacional de Control de Calidad.
En Argentina, la Federacidén Bioquimica de la Provincia de Buenos
Ajires en su Programa de Control de Calidad incluye casi un
millar de 1laboratorios. En Cuba en 1984, Cowley inicidé un
programa de Control de Calidad Externo para los laboratorios
clinicos hospitalarios, coordinado en el Centro de Referencia
del Hospital Hermanos Ameijeiras, que evalda 12 componentes
quimicos en un suero liofilizado, contando también con un
programa para los laboratorios del nivel primario de atencién
(6) .

Fue hasta 1969 y 1982 que el CCI y el CCE se iniciaron en México
siendo el establecimiento de este UGltimo resultado del proyecto
México de Quimica Clinica que fue auspiciado por diversas
instituciones nacionales y extranjeras (5).

Existen actualmente en funcionamiento varios programas de CCE:
el PECEL, el de la Asociacién Mexicana de Bioguimica Clinica
(AMBC), los de 1las casas comerciales proveedora de reactivos
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Beckman, Bayer, Dade, Randox, y BIORAD. Los dos primeros
utilizan el sistema de evaluacidén del Reino Unido y 1los
restantes utilizan diferentes sistemas (6,7).

La implantacidén de programas de CCI permite el desarrollo de
estrategias que pueden conducir a la identificacién de problemas
analiticos, con lo cual pueden dirigirse esfuerzos hacia su
resolucidén, limitacidén, eliminacidén o prevencidédn. Un programa
sblido de CCI permite mantener las variaciones analiticas
(imprecisidén e inexactitud) dentro de limites suficientemente
pequefios para que no se afecte la utilidad de los andlisis, sin
embargo, es posible que en ocasiones no se lleguen a detectar
algunos problemas a través del CCI y que se ponen de manifiesto

en el CCE. Estos programas de CCE permiten corroborar Ila
eficacia del 'CCI ya que a través de ellos, pueden comprobarse la
exactitud de los resultados de andalisis cuantitativos, al

comparar resultados de varios laboratorios gue analizan la misma
muestra. Un requisito previo para lograr exactitud es el de
tener precisidén en los procesos analiticos. La precisidén debe
ser confirmada a través del CCI (9,3).

Desafortunadamente la calidad no ha logrado consolidarse como
plataforma de despegue en la blisqueda de la excelencia en el
trabajo del laboratorio clinico.

En nuestro pais, pese a la contundente evidencia de beneficios,
proliferan los laboratorios- que hacen caso omiso de instituir
procesos de calidad definitivos. Existen sistemas gque demuestran
gue la calidad no es, bajo mningGn aspecto, un objetivo
misterioso e inalcanzable, la calidad es una meta accesible
totalmente.

Es bien sabido que se pueden presentar deficiencias serias en
las operaciones de un laboratorio cuando no se dedica 1la
atencidén suficiente a la calidad del producto de trabajo.

Un laboratorio clinico debe tener como uno de sus propdsitos
principales la produccidén de datos de alta calidad por medio del
uso de mediciones que sean precisas, exactas, confiables y
adecuadas para tal fin. Esto es posible lograrlo si se cuenta
con programas de control de calidad interno (CCI) y externo
(CCE) (33).

Cabe mencionar gque en nuestro pais llevabamos muchos aifios de
retraso en la implantacién de 1la calidad, por. lo dgue se
considero necesario modificar la norma que regia su
funcionamiento y en diciembre de 1998 se publicdé el Proyecto de
Norma para la Organizacién y Funcionamiento de los Laboratorios
Clinicos (NOM-166-SSA1-1997) .
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La actualizacidén de dicha norma fue publicada y entrdé en vigor
el 13 de enero del 2000, con algunos transitorios gque sefialan
que algunos puntos entrarian en vigor posteriormente.

Entre otras cosas, esta norma hace obligatorias wvarias acciones
tendientes a garantizar la calidad, como la documentacidn de
todo lo que se hace, el control de calidad interno y el externo.
Conviene reiterar gque estos lineamientos estdn en todos los
sistemas de acreditacién y garantia de la calidad como los de la
Organizacién Internacional para la Estandarizacidén (ISO), 1las
Reglas para la Mejoria de la Calidad de los Laboratorios de EEUU
(CLIA) y la Entidad Mexicana de Acreditacién (EMA), estd dltima
es una asociacién civil no lucrativa fundada en enero de 1999,
que acredita laboratorios ‘de toda indole como: industrias,
farmacéuticos, toxicoldgicos b clinicos, siendo. 1la Gnica
autorizada por la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial
(SECOFI), para acreditar oficialmente (48).

2.6 FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD DE LAS MEDICIONES
ENZIMATICAS.

En general, la medicidén de cualquier actividad bioldégica, como
es el caso de las enzimas, estd sujeta a wmas fuentes de
variacién que la medicién de cantidad de algin ¢&ompuesto. Esta
es la razdén por la cual se acepta un coeficiente de variacién
(CV) mas elevado en las mediciones enzimaticas gque en las de
otros componentes no enzimaticos, llamados cominmente sustratos
(27).

Dentro de los factores que contribuyen a que el CV de las
mediciones enzimaticas sea elevado pueden distinguirse
claramente dos tipos: uno inherente al aspecto técnico de 1la
medicidn Y el otro relacionado con cambios producidos
directamente sobre la actividad.

8in duda una de las causas de variacidén meramente técnica es la

relacionada con la wmedicidén de volumenes, ésta debe ser
controlada con la verificacidédn y/o calibracidédn peridédica, de los
distintos instrumentos que se utilizan, incluyendo las

micropipetas (41).

Se ha observado que en la mayoria de 1los 1laboratorios las
micropipetas no se verifican porque no saben como hacerlo y/o
carecen de los recursos necesarios para llevar a cabo el método
gravimétrico (36) y/o fotométrico (41). Para el primero se
necesita una balanza analitica, con la gque muchos laboratorios
no cuentan actualmente y - que tiene un costo elevado (30000
pesos). Para el método fotométrico se requiere de una pipeta
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previamente calibrada con el método gravimétrico Y en
consecuencia requieren igualmente de la balanza analitica.
Entre las fuentes de variacidén que afectan 1la actividad

enzimAdtica hay <varias ampliamente conocidas, entre ellas
destacan el PH, la fuerza idénica, la temperatura, las
concentraciones de sustratos y cofactores, la presencia de

inhibidores competitivos, no competitivos y acompetitivos. Por
conocerse bien, su efecto se puede controlar, por ejemplo, si se
selecciona un buen amortiguador de pH y se utiliza en las
concentraciones mas adecuadas se evita simultaneamente el efecto

del pH y 1la fuerza iénica; si se cuenta con instrumento que
controle eficientemente la temperatura se evita el efecto de la
misma; si se colocan los sustratos Y cofactores en
concentraciones saturantes y no inhibidoras se asegura la

medicidén de la velocidad maxima de toda la enzima presente o si
se utilizan reactivos de pureza suficiente se evita la presencia
de inhibidores o efectos indeseables por enzimas contaminantes
(46) .

Existen otras fuentes de variacidn que también afectan las

mediciones enzim&ticas de manera importante, gue son menos
conocidas, pueden pasar desapercibidas y ser causantes de
resultados aberrantes. Entre estas se pueden mencionar los
efectos de mwmatriz, el efecto de muchos medicamentos y la
carencia o dificultad para conseguir materiales de calibracidn
para las enzimas. Por su importancia, se mencionan a

continuacidn algunos estudios relacionados con estos efectos:

e Para la medicidn de la ALT se ha informado una desviacién
hasta de un 10% debido a la pureza de la alanina, se
menciona gue algunos lotes comerciales tienen una mezcla de
D-alanina con la L-alanina que es el sustrato natural (42).

e Los efectos de matriz son tan frecuentes que al comparar los
resultados obtenidos con controles de lotes idénticos, en
programas de evaluacidén externa se sefiala que afectan hasta
un 69% de los laboratorios. Para evitar este problema se
estan desarrcllando modelos matematicos que corrijan el
error en la evaluacién y lo mismo se pretende al utilizar
sueros frescos que no tienen aditivos como los presentes en
sueros comerciales (43).

e Se ha identificado una interferencia importante del
metotrexate 'y la heparina sobre la medicidén de fosfatasa
alcalina y varias enzimas, respectivamente, en equipos que
utilizan la tecnologia de la gquimica seca (51).
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e Los efectos producidos por muchos medicamentos sobre las
mediciones enzimdticas son tantos gue inclusive se han
propuesto procedimientos especificos para evaluar su efecto
(56) .

e Se ha reconocido que para mejorar la calidad en enzimologia
clinica es necesario no sélo la estandarizacién de los
métodos <cinz  tambiZn la produccidén de materiales de
calibracion (57) . Varias asociaciones estén colaborando en
la investigacién y desarrollo de un material de referencia
multienzimatico certificado, como la IFCC y el Institute for
Reference Materials and Measurements de Bélgica (34). Otros
grupos mas estadn tratando de producir materiales de
referencia para alguna enzima o isocenzima en particular como
CK2 y GT (46).

e Para evitar el defecto de 1la falta de materiales de
calibracidén vy la armonizacidén de los resultados de
diferentes laboratorios se han intentado con éxito, otras
estrategias como el cdlculo de un factor especifico para
cada laboratorio, establecido con base en los resultados
obtenidos en mezclas de sueros frescos (19).

e A pesar de la utilizacidn de métodos optimizados se sabe
gque hay diferencias en los resultados gue se obtienen en las
mismas wmuestras dependiendo del método empleado y para
evitar estas diferencias y gque se obtengan resultados
semejantes entre los métodos se ha sugerido wuna “Escala
Internacional de Enzimas Clinicas”, que ademas incluya
factores de conversidén por temperatura (12).

e Ademas de la estandarizacidén d€ los métodos, la produccidn
de materiales de calibracidén y otras de las estrategias
antes mencionadas, se ha reconocido gue la participacidén en
programas externos de evaluacidn permite mejorar la calidad
analitica de los laboratorios clinicos en general vy
especificamente en las mediciones enzimaticas.

2.7. DESARROLLO DEL PROGRAMA DE EVALUACION DE LA CALIDAD ENTRE
LABORATORIOS.

Realizando un analisis de ios datos reportados respecto a la
situacién del control de calidad en los laboratorios clinicos, a
finales del afio de 1989, se encontrd que a pesar de 1los
esfuerzos realizados, el control de calidad interno atn no se
realiza en forma sistematica en la mayoria de ellos y que solo
unos 700 de alrededor de 10,000 1laboratorios de anélisis
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clinicos gque se tienen en el pais, participan en programas
externos de evaluacidn de la Calidad (14).

Los resultados de tales programas sefialan gque no se ha logrado
una franca mejoria en los laboratorios gque participan, lo que
indica que deben redoblarse esfuerzos para involucrar mas a los
laboratorios en el control de Calidad vy desarrollar estrategias
que conduzcan a la obtencidn de resultados confiables.

Con este propdsito, en Jla Escuela Nacional de Ciencias
Bioldégicas del Instituto Politécnico Nacional, se inicid en
Octubre de 1990, un nuevo Programa de Evaluacién de Calidad
entre Laboratorios (PECEL) (2). A este programa se le unid

posteriormente la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Autdnoma de México, esfuerzo conjunto que durd por 4 afios (14).
E1l programa cuenta actualmente con 930 laboratorios
participantes y ha insistido desde el inicio en crear conciencia
entre los participantes activos y potenciales de la importancia
que reviste el control interno de la calidad y la evaluacidn
externa de la misma en sus oxrganizaciones.

El programa inicialmente evaluaba 10 analitos,. cifra que después
aumentd a 14 y a 23, incluyendo las 4 enzimas motivo de este
trabajo: aspartato amino transferasa (AST) , alanina amino
transferasa (ALT) , fosfatasa alcalina (ALP)-, deshidrogenasa
lactica (LDH) .

El anédlisis de los resultados se realiza calculando el indice
de inexactitud como la puntuacidn del indice de varianza (PIV),
de acuerdo con el esquema de evaluacién de la calidad externa
del Departamento de Salud del Reino Unido (U:K: Departament of
Health External Quality Assessment Scheme) establecido en 1971,
el cual se explica en el capitulo de material y métodos.

En los primeros resultados se pudo determinar que sé6lo el 21% de
los laboratorios participantes tuvieron resultados aceptables,
ante lo cual el PECEL recomendd gque toda vez gue cada

laboratorio establezca su situacidén podra utilizar los
lineamientos siguientes: si tiene imprecisién en varios
analitos, debera revisar la forma de trabajo y mejorar sus

practicas analiticas.

Se encontrd que otros factores que posiblemente pudieran

contribuir a que 1los resultados sean poco confiables, se
relacionan con el tipo de métodos utilizados. Por ejemplo,
varios laboratorios utilizan wmétodos que por el grado de
complejidad o por su inespecificidad, han dejado de ser
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utilizados en 1los paises desarrollados, como los métodos
colorimétricos para las enzimas.

Si bien es cierto que para algunos componentes, como la glucosa,
las diferencias entre los métodos no son significativas, para
casos como el de la LDH si lo son, ya que por ejemplo: si se
utiliza el método gque mide la actividad de la enzima con el

sistema de l&actico a pirGvico (LDH-L), los resultados que se
obtienen son aproximadamente la mitad de los gque se obtienen si
se utiliza el sistema de piravico a lactico (LDH-P) .

Evidentemente si se calcula una media de consenso sin considerar
el método, el valor obtenido no serd correcto y conducira a
evaluaciones errdneas. Debido a 1lo anterior se 1inicid 1la
evaluacién para cada analito considerando el método analitico
utilizado, lo cual se ha venido haciendo desde el ciclo 40 del
programa (4).

Otra fuente potencial de imprecisidn es la calidad de 1los
aparatos de lectura y 1la calibracién de los mismos, aspectos
sobre los cuales el PECEL ha 1llevado a cabo diversos estudios
para encontrar la relacidn de éstos con la calidad analitica

(2).

En la aplicacidén ya de por si dificil de programas de calidad en
los laboratorios clinicos, la situacidédn se agrava en Aareas como
la de Parasitologia y Hematologia debido a 1la carencia de
materiales de control o de sistemas definidos para hacerlos, por
lo que con el fin de contribuir cada wvez mas a la calidad
analitica el PECEL inicié en Junio vy Octubre de 1995
respectivamente la evaluacidén de la Calidad en estas A&reas,
habiéndose obtenido hasta la fecha resultados muy interesantes y
la solucién de problemas que afectaban el trabajo de las mismas.
En los analisis de datos efectuados a lo largo de 92 ciclos de
trabajo del PECEL se encontrd que en los métodos empleados para
la determinacidén de diferentes enzimas se tiene una gran
discrepancia entre los resultados obtenidos por los laboratorios
participantes, ain empleando los métodos optimizados.
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3.0 DISENO EXPERIMENTAL.
3.1 MATERIAL Y METODOS.

El trabajo fue realizado en el transcurso 48 evaluaciones
mensuales del PECEL. Al iniciarse este trabajo participaban
374 laboratorios distribuidos en todos los estados de 1la
Repiblica Mexicana. De ellos, un 40% pertenecian a
instituciones gubernamentales y el 60% restante eran
laboratorios privados.

A cada participante se le solicitd que informara el equipo
utilizado, la marca y numero de catdloge de los reactivos
empleados para las mediciones enzimaticas y que informaran
si hicieron cambios durante el estudio.

A todos, los participantes se les envidé mensualmente, un
suero problema de origen comercial, no valorado Y
liofilizado. Se 1les dieron instrucciones de la manera de
hidratarlo, se les pididé que lo analizaran de la manera
habitual, que determinaran las enzimas ALT,. AST, ALP y LDH vy
que informaran a los organizadores del programa los
resultados obtenidos por medio de fax.

Se llevdé a cabo la revisién y captura de la informacidn
seleccionando el método utilizado.

Con los resultados se efectud el tratamiento estadistico
para establecer la exactitud de la medicién de cada enzima.
Se calcularon los valores del indicador de exactitud que es
el PIV con base  al siguiente procedimiento que a
continuacién se describe.

Los resultados se agrupan de acuerdo al método y/o el
instrumento automatizado utilizado y se establece su
exactitud a través de la puntuacién del indice de varianza,
(PIV) que se calcula en los tres pasos siguientes.

1. Se establece el valor esperado o media de consenso con los
datos mediante dos mecanismos:

A) Se calcula una primer media aritmética y se eliminan
aquellos datos que se salen de los limites de 0.2 a 2
veces la primera media.

B) Con los datos restantes, se establece una segunda media
y su desviacidén estandar. Se establecen nuevos limites
de truncado c¢on la media mads menos 1 desviacidn
estandar. Con los datos incluidos entre esos limites se
establece una tercera media, media de consenso o valor
esperado.
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2. Se determina el porcentaje de error mediante la £f6rmula
siguiente, en la cual el valor esperado es la media de
consenso que se establece como se explica mas adelante.

Valor observado - valor esperado
% BRROR= - —--mmmmm o mmmc e e e e X 100
valor esperado

3. Se calcula el PIV dividiendo el porcentaje de error entre
el coeficiente de variacidén seleccionado (o porcentaje de
error aceptable) y multiplicando por 100. Cuando la cifra
sea superior a 400 se le considera 400.

El coeficiente de wvariacién seleccionado (C.V.S.) gque se
utiliza para las 4 enzimas es de 10%.

Los valores del PIV pueden ser desde 0 hasta 400. La calidad
se considera satisfactoria cuando el PIV esta entrxre 0 y 100,
regular cuando estd entre 101 y 150, mala con valores entre
151 y 200 y pésima con valores de 200 (5).

El signo del PIV es 1Util para el andlisis de resultados
individuales ya que cuando un laboratorio obtiene un PIV con
signo negativo o positivo en wvarios ciclos, esto es
indicativo de un problema de inexactitud, mientras qgue
cuando el PIV cambia desde -100 hasta 100, por ejemplo, esto
sugiere que hay problemas de precisidn.

Los calculos matematicos se realizaron con un programa de
cémputo desarrollado por el PECEL, de acuerdo con el sistema
descrito previamente.

Se reunieron los valores del PIV de cada método para cada
una de las enzimas estudiadas y se construyeron las graficas
correspondientes.

Se identificaron algunos laboratorios con problemas en las
mediciones enzimaticas Y se realizaron <visitas para
determinar las fuentes de variacidén que afectaba su calidad.
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION.

Con el propdésito de que se aprecien las diferencias entre los
métodos, en cuanto a la magnitud de la actividad enzimdtica y su
calidad analitica, en las tablas de la 1 a la 4 se presenta un
resumen de resultados para la AST, ALT, ALP Y LDH,
respectivamente, obtenidos en un ciclo de evaluacién. Se incluye
el wvalor esperado, el nimero de datos recibidos y el promedio
del PIV obtenido por el conjunto de laboratorios.

En las graficas de la 1 a la 5 se presenta el comportamiento del
PIV para la AST, a lo largo de los 48 meses de evaluacidén
externa de la calidad, para los diferentes métodos utilizados
por los laborxatorios clinicos. En las graficas de la 6 a la 10
se hace presenta la misma informacidén para las ALT y de la 11 a

la 15 se hace lo propio para Fosfatasa Alcalina y de la 16 a la
20 para la LDH.
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Tabla 1. Ejemplo de la actividad catalitica y la calidad de
medicidén de la AST, obtenida con los diferentes métodos, en
ciclo '9710, los otros datos se incluyen en las graficas.

No. Id. Método V.E. N PIV
1 IFCC sPPy 58 31 72
2 IFCC cPPy] 57 13 56
3 DGKCH 55 20 101
4 Hitachi 58 18 52
5 Beckman 53 29 49
6 Merck 56 35 112
7 [Vitros 57 10 41
8 I.L. 52 8 56
9 Chiron 53 10 111
0 Ot ros 57 22 127

No. Id. es el ntmero de identificacién del método
V. E. es el valor o actividad esperada en el suero de un mismo lote
N. es el nimero de resultados recibidos

Tabla 2. Ejemplo de la actividad catalitica y la calidad de
medicidén de la ALT, obtenida con los diferentes métodos en
ciclo 9710, los otros datos se incluyen en las graficas.

No. Id Método V.E. N PIV
1 LEFCC sPPy 35 30 107
2 IFCC cPPy] 37 12 136
3 IDGKCH 36 19 135
4 Hitachi 38 19 59
5 Beckman 35 29 53
6 Mexrck 40 34 117
7 Vitros 45 9 129
8 I.L. 31 8 110
9 Chiron 35 8 119
[0] Otros 37 22 166

No. Id. es el nimero de identificacién del método
V. E. es el valor o actividad esperada en el suero de un mismo lote
N. es el ntmero de resultados recibidos

la
el

la
el
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Tabla 3. Ejemplo de la actividad catalitica y la calidad de la
medicién de la ALP, obtenida con los diferentes métodos en el
ciclo 9710, los otros datos se incluyen en las graficas.

No. Id Mé&todo V.E. N PIV
1 IFCC Pnpp| 144 19 165
2 PNPP - AMP 145 21 106
3 PNPP-DEA 235 7 146
4 Hitachi 155 17 80
S eckman 130 26 99
6 erck 285 29 105
7 Vitros 131 7 133
8 I.L. 186 7 105
9 Chiron

(8] Otros 178 16 243

No. Id. es el nimero de identificacién del método
V. E. es el valor o actividad esperada en el suero de un mismo lote
N. es el nGmero de resultados recibidos

Tabla 4. Ejemplo de la actividad catalitica y la calidad de la
medicién de la LDH, obtenida con los diferentes métodos en el
ciclo 9710, los otros datos se incluyen en las graficas.

o. Id Método V.E. N PIV
1 IL-P Tris 204 33 94
2 P-L, DGKC 439 14 154
3 P-L, SFBC
4 itachi 484 12 74
S Beckman 198 23 46
6 Merck 457 24 130
7 Vitros 604 7 48
8 I.L.

9 IChiron
0 Otros 416 17 281

No. Id. es el nimero de identificacién del método
V. E. es el valor o actividad esperada en el suero de un mismo lote
N. es el nimero de resultados recibidos
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GRAFICA1.COMPORTAMIENTO DEL PIV DE AST (TGO)
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GRAFICA 3. COMPORTAMIENTO DEL PIV DE AST (TGO)
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GRAFICA 5. COMPORTAMIENTODEL PIV DE AST (TGO)
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GRAFICA 15. COMPORTAMIENTO DEL PIV DE FOSFATASA ALCALINA
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Las principales fuentes de variacidn identificadas en 1las
visitas a los laboratorios y en nuestra interaccidn con los
responsables de los mismos, a lo largo de los 48 meses, se
tienen 1las relacionadas con log instrumentos y con errores del
personal, mismas que se resumen a continuacién.

FUENTES DE ERROR RELACIONADAS CON LOS INSTRUMENTOS

e Programas de analisis de instrumentos que no coinciden con
el programa de analisis adecuado al equipo o como se les
llama cominmente, con las aplicaciones o con los reactivos
empleados.
Traduccidén incorrecta del software de un instrumento.
Falta de control de la temperatura de los equipos.
Arrastre de reactivos en un instrumento.
Funcionamiento incorrecto de un equipo.
Mal funcionamiento de pipetas auto y semiautomaticas.

FUENTES DE ERROR RELACIONADAS CON EL PERSONAL
e Uso de aplicaciones de un método diferente al que utilizan.
e Uso de equipos que no controlan la temperatura.
e Desconocimiento de los operadores de los instrumentos,
acerca de los fundamentos del funcionamiento del equipo.

e Concentracidén de 1los calibradores no actualizadas, con
respecto al lote en uso e inversién de digitos en su
captura.

e Reutilizacidén de celdas de lectura que son desechables.

e Falta de verificacién periddica de pipetas auto Y
semiautométicas.

e Uso de volamenes inferiores al minimo requerido en las
celdas de lectura.

e Problemas en la hidratacién de calibradores y controles.

e Mala calidad del agua para la preparacidén de reactivos,
calibradores y controles.

® Conservacién inadecuada de los reactivos, calibradores vy
controles, ademas de la falta de registro de los gque estan
en uso.

Material mal lavado.

Limites muy amplios en las graficas de control de calidad.
Maquillaje de los recursos de control de calidad.

No se revisan periddicamente las graficas de control de
calidad.

47



Falta de archivos de control de calidad.

Métodos identificados de manera incorrecta para
de resultados al PECEL.

Transcripcién incorrecta de resultados qgque se
PECEL.

Informe de un analito por otro.

el informe

envian al
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5.0 ANALISIS DE RESULTADOS.

En las tablas de la 1 a la 4 se puede observar que el promedio
del PIV mas alto corresponde al método “O” (otros) lo cual era
de esperarse, ya que en el mismo se agrupan resultados de
métodos no identificados por los laboratorios o poco
utilizados. Los resultados que se incluyen en este wmétodo no
necesariamente reflejan la situacién real de la calidad
analitica, aunque si pueden ser debidos a la utilizacidn de
métodos antiguos u obsoletos, como son los denominados
fotométricos para las dos aminotransferasas, también
denominados como método de Reitman y Frankel.

Si se observan los valores esperados en las tablas 1 y 2, se
puede apreciar que para la AST y la ALT, las diferencias entre
los métodos no son tan grandes como sucede con las demas
enzimas, por ejemplo en la LDH (tabla4) los valores van de
204 U/L el método 1 a 604 U/L con el método 7, lo cual obedece
a que en el primer caso la reaccién va de lactato a piruvato y
en el otro en sentido opuesto. Es evidente que si un
laboratorio identifica incorrectamente su método dara como
resultado una evaluacidén externa errdénea, como frecuentemente
sucedid en los laboratorios estudiados.

Cabe seflalar que aungque los resultados se agrupan en 10
métodos diferentes por ser los que con mayor frecuencia se
utilizaban, se identificaron 17 marcas de reactivos diferentes
para cada enzima, las cuales aparentemente utilizan el mismo
método, pero que presentan pequefias diferencias ya sea en el
PH, en las concentraciones o en la relacién entre la muestra y
el reactivo, lo cual puede producir variaciones en los
resultados. Esto a su vez conduciria a una evaluacién externa
injusta. De lo anterior surge la necesidad de que en los
programas externos se evaliden los resultados no solo de
acuerdo al método sino también a la marca. Sin embargo, seria
mejor Yy was congruente aun, la utilizacién de wmétodos
optimizados, preferentemente por 1la IFCC por su caracter
internacional.

Cabe seifialar que se encontraron laboratorios con calidad buena
o mala, tanto si utilizan sistemas manuales como
automatizados, sin embargo en las tablas de la 1 a la 4 se
puede apreciar que el promedio del PIV es mayor en los
sigstemas manuales (métodos del 1 a 3 y 6) y menor en los
equipos automatizados (métodos 4,5 y 7 a 9).

49



Lo anterior sugiere dque sSe necesita una vigilancia més
estrecha en los sistemas manuales, por utilizar instrumentos
pequeifiogs y con menos recursos técnicos y de autovigilancia,
por ejemplo el no contar con un sistema de refrigeracidn de
reactivos o de control de calidad.

Acerca del comportamiento grafico del PIV a lo largo de las 48
evaluaciones que se incluyen en este trabajo, cabe hacer notar
gque en las cuatro enzimas estudiadas y en todos los métodos,
se obsgerva claramente un 2Zig-Zag, gque es debido a gque cuando
el suero es de nivel de concentracidén normal, la calidad es
mejor que cuando es de nivel patolégico alto. Esto sugiere que
los laboratorios desconocen el limite de la linealidad de su
método y en consecuencia no diluyen cuando se rebasd el mismo.
En todas las graficas se observa también que en el primer afio
y en el segundo, es muy frecuente que las puntuaciones sean
mayores y que rebasen los 100 puntos de PIV, mientras que en
los Wltimos dos afios aumentd la frecuencia de puntuaciones
inferiores a los 100 puntos. Esto sugiere que ha habido una
mejoria en el conjunto de los laboratorios.

Del comportamiento grafico del PIV, el que quizid resulta mas
satisfactorio, desde el punto de vista de la calidad, es sin
duda el que se observa en la gridfica 18, ya que la LDH con el
método 4 presenta una mejoria substancial en las dltimas 10
evaluaciones y resalta también la excelente calidad alcanzada
con el método 5, va que el PIV esta por debajo de los 60
puntos practicamente todo el tiempo.

Se han identificado fuentes de wvariacién en los laboratorios
que pueden afectar en mayor o menor grado la calidad
analitica. Esto se relaciona estrechamente con el hecho de que
en la mayoria de 1los laboratorios clinicos mexicanos no se
tiene un programa de control de calidad interno, ni realizan
auditorias de calidad como sucede en otros paises.
De las fuentes de variacidén identificadas y gque fueron
agrupadas de acuerdo con su relacién con los instrumentos o
con el personal, cabe destacar que fueron estas dltimas las de
mayor frecuencia y se sefialan a continuacidén algunos de 1los
aspectos mas relevantes:
e Los fotdmetros de un modelo tienen un defecto de diseifio.
Regulan la temperatura de la celda de lectura por medio Ade
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flujo de agua proveniente de un bafio maria, en el cual se
demostrd gue el agua debe estar 3°C por arriba de la
temperatura deseada en la celda de reaccidén, ya que el agua
se enfria al pasar por las mangueras. En el mismo sistema es
evidente que el flujo de agua no debe estar bloqueado por
sales.

Las instrucciones gque un proveedor proporciocna para la
utilizacién de sus reactivos en un equipo automatizado
(aplicacién) deberia haber sido probadas exhaustivamente,
para que sean utilizadas con éxito y el operador del eqguipo
deberia seguirlas al pie de la letra.

El hecho de haber encontrado errores en las instrucciones o
en su programacién en los instrumentos, pone de wmanifiesto
deficiencias en los profesionales que adaptan las técnicas
de un equipo a otro de un sistema manual a uno automatizado,
igualmente sefiala la falta de capacitacidén del personal gque
utiliza los instrumentos. Lo agqui expuesto es resultado en
parte, de la carencia de recursos en las instituciones
educativas de nuestro pais como el no contar con equipos
automatizados y no incluir el tema de automatizacidén en los
planes de estudio.

Para el disefio o adaptacidn de reactivos a un instrumento
debe tomarse en cuenta que en los métodos optimizados para
la medicién de enzimas se ha establecido la relacidén de
muestra/reactivo mids adecuada y que por lo tanto no debe
alterarse. También gue la absortividad molar de 1los
croméforos y los factores de los métodos optimizados siempre
se sefialan para celdas de 1 cm de paso de luz y dque debe
corregirse si se utilizan celdas de otra medida,
considerando lo gque a continuacidén se sefiala.

Los factores que se utilizan para el calculo de la actividad
enzimética se establecen con base a la absortividad molar
del compuesto a medir (a), el tamafio de la celda (b) y el
factor de dilucidén, con la f£6rmula:

Factor= i/a X 1/b X VE/Vi

Por ejemplo, para la AST y la ALT, gque utilizan un sistema
de enzimas acoplado que lee la desaparicién de NADH, cuya
absortividad (a) es de 6.22x107?, si se utiliza celda de 1 cm
Yy volGmenes de muestra Yy reactivo de 25 vy 250 uL,
respectivamente, entonces el factor sera de ~1746,
independientemente del equipo ¥y marca de reactivos
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utilizados, siempre gque se wmida el incremento de la

absorbancia por minuto.

Los defectos en la traduccidén del Inglés al Espafiol, puede

conducir a errores importantes, por ejemplo en un

instrumento el término “lag time“, fue traducido como

“*tiempo de incubacidén”. Al respecto, hay que recordar que en

los métodos directos (el compuesto que se mide es un

sustrato gue desaparece o el producto que aparece en la
misma reaccidén) no hay tiempo de espera (lag time) mientras

que en métodos indirectos o acoplados (donde el producto a

medir aparece después de 2 o mas reacciones) puede haber un

tiempo de espera hasta de varios minutos como en el caso de

CK, las lecturas para el cdlculo de la actividad se hacen

después ‘del tiempo de espera. Asi, ‘el tiempo de incubacién

incluye al tiempo de espera y de lectura.

Frecuentemente se desconoce gque la actividad de las enzimas

cambia en una proporcidén aproximada de 10% por cada grado

centigrado, en consecuencia no se vigila la temperatura de
las celdas de reaccidn de los instrumentos.

En varios laboratorios, las personas que utilizan Ilos

equipos desconocen los fundamentos de los mismos, lo que

dificulta la deteccidn de fallas y su correccidn. Olvidan
que los instrumentos automatizados trabajan bajo los mismos

fundamentos de la fotometria, gque los equipos manuales y

deben conocer las caracteristicas de los automatizados como

el tamafio de las celdas, los volimenes minimos de muestra,
reactivo y de lectura gque se necesitan, las longitudes de
onda en las que leen y las temperaturas que pueden manejar.

En algunos laboratorios reducen los voluimenes de reactivos,:

para bajar costos, sin tomar en cuenta que:

a) se debe mantener la proporcidn muestra/reactivo de los
instructivos, ya que asi es como sge ha probado gque
funcionan correctamente,

b) en sistemas manuales la variabilidad aumenta al ser menor
el volumen medido y

c) debe considerarse el volumen minimo de lectura de 1los
fotSmetros, ya que cuando el menisco queda en el rayo de
luz, la lectura llega a ser hasta del doble de la real, en
consecuencia, el “efecto menisco” puede ser causante de
graves errores.

En algunos laboratorios utilizan jeringas o pipetas

graduadas terminales para la hidratacién de calibradores y

controles, sin considerar que para que el control de calidad

52



proporcione datos reales, es necesario utilizar pipetas
volumétricas y de ser posible con calibracidén certificada
(grado “A”).

Un problema comin fue que las micropipetas vya sea
semiautomaticas o automaticas, no se usan correctamente y no
se verifica su funcionamiento, situacién relacionada quiza
con la carencia de estos instrumentos en la mayoria de las
instituciones educativas.

De la mayor importancia resultd el hecho de gque un alto
porcentaje del personal desconoce los fundamentos béasicos
del control de calidad.

Errores que podrian parecer tan simples como la incorrecta
transcripcién de las concentraciones de los componentes del
multicalibrador o la falta de actualizacidén de las mismas al
cambiar lote, producirdn fallas en .la calibracidén, lo cual
afectard considerablemente la medicién tanto de controles
como de pacientes.

Alin en los equipos de quimica seca, tecnologia de
vanguardia, es igualmente importante que la temperatura para
las mediciones enzimiticas sea la adecuada, por lo cual debe
evitarse que las laminillas de reactivos se usen
inmediatamente después de tomarlas del refrigerador.

El hecho de que en lugar de buscar la causa de variacidén y
corregirla, se alteren datos de las graficas del CCI para
aparentar gque no hay fallas, afecta evidentemente los
resultados de pacientes y en consecuencia al diagndéstico
clinico, produciendo ademas incongruencias entre ‘el CCI y el
CCE. Cabe mencionar que con relacién a esto, los equipos méas
actualizados se han disefiado de manera tal que impiden 1la
modificacién de resultados de los controles.

Una observacidn general e importante, es que es mas facil
corregir cualquier problema, cuando el responsable y/o el
Aduefio del laboratorio se interesa en la calidad,
contribuyendo a gque se cuente con los recursos humanos y
materiales O&Sptimos. Se sefiala lo anterior por su relacidn
por ejemplo con la reutilizacién de materiales desechables
como celdas de lectura y puntas para micropipetas gque son
una fuente de imprecisidn que se presenta con frecuencia.
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6.0 CONCLUSIONES.

e Es necesario promover la utilizacién de los wmétodos
optimizados en los laboratorios clinicos mexicanos,
preferentemente los establecidos por 1la IFCC, por su
cardcter internacional.

e Se puede tener buena o mala calidad tanto en sistemas
manuales como automatizados.

e El promedio del PIV fue mayor en los primeros dos afios que
en los dos siguientes, lo que sefiala que la calidad ha
mejorado en los laboratorios y que es de utilidad 1la
participacién en programas externos de evaluacién.

e lLos problemas en la calidad se relacionan en primer lugar
con el personal, en segundo con los equipos y por dltimo con
los reactivos y métodos utilizados.

e Gran parte de 1los problemas observados son debidos a la
carencia de programas de control de calidad interno

e La calidad es mejor cuando el jefe o duefio del laboratorio
participa en los programas de garantia de la calidad.

e La evaluacidén externa de la calidad permite identificar
problemas comunes, buscar soluciones y en consecuencia
mejorarla.

e Para llevar a cabo las mediciones enzimiaticas con métodos
modernos se requiere que los laboratorios clinicos y los de
ensefianza de las instituciones de educacién, cuenten con
instrumentos y equipos gque reilnan las caracteristicas.
necesarias para tal fin, como celdas termorreguladas, ancho
de banda pequeifio, digitales y con la capacidad de lectura a
340 nm.

e Es importante que 1los laboratorios tengan programas de
mantenimiento preventivo para sus equipos y que los lleven a
cabo permanentemente.

e De vital importancia resulta que se cuente también con
programas continuos de capacitacidn para todo el personal.

e En los laboratorios clinicos como en toda empresa, debe
involucrarse a la totalidad del personal, incluyendo a los
directivos técnicos y administrativos, en las actividades
relacionadas con el control de calidad.

e Se ingiste en la necesidad de que cada laboratorio cuente
con un programa permanente de control de calidad interno y
gque participe en al wmenos un programa de control de calidad
externo.
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8.0 APENDICE
8.1 ABREVIATURAS

Abreviatura
5N

a

A

ALP
ALT
AMBC
AST o ASAT
b

BM
CAP
CCE
CCI
CTC
CcvV
CvVs
DGKCH
EC
IFCC
JSCC
LDH
LDH1-5
LDH-L
LDH-P
NAD
NADH
NBC
PECEL
PIV
SEQC
SFBC
SCE

SI

TLC
Uo Ul
UK

Significado

5-nucleotidasa

absortividad molar

absorbancia

fosfatasa alcalina

alanino amino transferasa

Asociacién Mexicana de Bioquimica Clinica
aspartato amino transferasa

tamaiio de la celda

Boehringer Mannheim

Colegio Americano de PatSlogos

control de calidad externa

control de calidad interno

control total de la calidad

coeficiente de variacion

coeficiente de variacién seleccionado

Sociedad Alemana de Quimica Clinica
Comisién de Enzimas de la [IFCC

Federacién Internacional de Quimica Clinica
Sociedad Japonesa de Quimica Clfnica
deshidrogenasa lictica

isoenzimas de la deshidrogenasa lictica
medicién de actividad de LDH utilizando lactato como sustrato
medicién de actividad de LDH utilizando piruvato como sustrato
nicotin-adenin-dinucleétido
nicotin-adenin-dinucleétido reducido

Sociedad Holandesa de Quimica Clinica
Programa de Evaluaci6n de la Calidad Entre Laboratorios
puntuacién del indice de varianza

Sociedad Espafiola de Quimica Clinica
Sociedad Francesa de Bioquimica Clinica
Comité Escandinavo de Enzimas

Sistema Internacional de Unidades

Tratado de Libre Comercio

Unidad Internacional de actividad enzimitica
Reino Unido
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