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RESUMO: Hste trabalho propde a utilizacio de um “pool”” de soro controle normal (SCN)
e de um ajterado (SCA) preparado pela adicdo de quantidades de substdncias quimicas a serem
analisadas. A concentraclo dos constituintes em cada ““pool” foi estabelecida pela mensura-
¢io em diferentes laboratdrios clinicos. Estes “pools”” foram usados como um sistema controle
para o estudo da precisfo e exatidie, servindo para indicar a presenca de erros, podendo aier-
tar os analistas para falhas cxistentes na metodologia e aparethagem.

DESCRITORES: Bicquimica Clinica; Soro Controle; Controle de Guealidade Interfabo-

ratorial; Precisdo ¢ Exatiddo.

INTRODUCAO

Os sistemas de controde de qualidade fornecem
tanto ao analista como ao clinico critérios objeti-
vos para avaliar o andamento laboratorial®5 1314,
Distinguem-se duas facetas no controle de gquali-
dade total:

INTERNO: anglise didria de amostras conirole
para avaliar a precisio do método (Infralaborato-
rial}. :

EXTERNOS: andlise de amostras controle re-
cebidas de fonte externa para comparar o nivel de
exatiddo em diferentes laboratdrios(Interlaborato-
rial).

E recomendével que, antes de iniciar um progra-
ma de controle, salientar o seguinie:
a) pessoal téenico adeguadamente treinado

b) equipamentos de boa procedéncia ¢ com cali-
bracio e manutencdo periddicas

¢} reagentes de boa qualidade

d) coleta e conservacdo de amostra segundo me-
todologia requisitada

¢} pipetadores ¢ vidrarias limpos
f} existéncia de boas condigdes de trabalho

g) padrdes e substincias confroles preparados uti-
lizando-se substincias puras { schitos e solventes)
de composicdo conhecida (tais como NaCl puro e
agua destilada); ou particularmente substéncias pu-
rificadas (tais como enzimas e proteinas); ou pro-
dutoes bioldgicos bem conservados (tais como soro
humano ou bovine), Comumente, estes materiais
sdo combinados ou tratados para obtengdio de con-
centraces adequadas das substineias a analisar.

* Realizado na Secdo de Andlises Clinicas Auxiliares ¢ unidades regionais do Instifute Adolfo Lutz.

L #4 Do Instituto Adelfo Luiz,
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A selecdo do material depende de julgamento do
analista baseado no conhecimento dos efeitos do
processo bioguimico, interferentes, concentraghes
analiticas desejadas, estabilidade, etc.

O soro humano pode ser obtido de doadores se-
lecionados, por plasrnaferese ou come no presen-
te frabalho de espécimes laboratoriais coletados
sem contaminaciio microbioldgica®®.

O objetive primério no use de matertais contro-
les didrios ¢ alertar a aguipe fécnica para erros sis-
tematicos ou casuals, Contudo o aspecto mais ¢ri-
tico para qualquer programa controle ndo é o me-
canismo usado para descobrir problemas potenciais
mas a0 contrario, as acdes originadas como resul-
tado destas informacdes,

Este trabalho descreve nm sistema de controie
que foi utilizado entre os laboratdrios da rede Adol-
fo Lutz, elaborado pelos integrantes da Comisséo
Técnica de Bioguimica (D.O. n® 68, 28/5/88, p.21}

Inicialmente realizou-se monitoramento das prin-
cipais reagbes bioguimicas de nossos laboratdrios
com a finalidade de muituo auxilio na interpreta-
¢lo dos resultados obtidos nas mais diferentes re-
gifes do Estado de SHo Paulo entretanto, com 0
decorrer das reunides de discussfo percebemos que,
de fato, estava-se iniciando um programa de con-
trole de gqualidade interlaboratorial.

O maior problema dos integrantes do grupo se
baseava no controle téenico das reagdes e na difi-
culdade de acesso a informagdes técnicas.

Nas primeiras reunides foi discutide sobre qual
¢ melhor caminho para conseguirmos uma unifor-
mizagdo técnica mas, com ¢ decorrer do tempo,
notamos ndo ser esie o objetivo mais urgente. Os
proprios clementos revelavam suas experiéncias
com determinados tipos de reagentes elaborados
por firmas (kits) e resultando dai uma selecdo na-
tural e umn controle de gqualidade dos proprios rea-
tivos adguiridos.

MATERIAL E METODOS

Teécnicas de controle:

Baseando nossos estudos na Provisional Recom-
mendation on Quality Control in Clinical
Chemistry®!* estabelecemos que em cada labora-
tdrio regional integrante da Comissdo haveria um
responsavel pelo preparo de soros controles nor-
mais (SCN) ¢ alterados (SCA) para as diversas rea-
cOes:

Marflia - fosfatase alcalina

Pres. Prudente - glicose

Santo André — uréia

Sorocaba - {ransaminases

Aracatuba — triglicérides

Central — bilirrubinas, creatinina e acido urico
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Qs soros controles foram distribuidos aos inte-
grantes do grupo que se incumbiram de realizar a
determinacio didria; os resultados foram posterior-
mente enviados ao laboratdrio central para a and-
lise estatistica.

Soros controles normais (SCN):

Os seros controles normais (SCN) foram cole-
tados nos laboratorios da rede, formando-se um
“pool”, Foram excluidos os soros ictéricos, os de
composicdo organolépticas alteradas (hemolisados
¢ lipémicos) ¢ com presenca de contaminagio bac-
teriana (fermentacio). Diariamente, os soros ¢o-
letados foram congelados em frascos de polietife-
no até se atingir o volume ideal. Apds descongela-
mento e acerto do pH (7,2} foram distribuidos em
frascos de vidro tipo penicilina, previamente au-
toclavados, e entdo congelados a ~18°C. Nio fo-
ram adicionados conscrvantes ¢/ou aditivos.

Soros controles alterados (SCA):

Os SCA para creatinina, acido Urico, uréia e gli-
cose foram preparados adicionando-se guantida-
des conhecidas de massa fria seguindo a mesma me-
todelogia do preparo do SCN. No caso da fosfa-
tase alcalina utilizou-se leite ndo pasteurizado adi-
cicnade ao SCIN. Neste caso foi necessdrio esco-
{her a amostra adequada de leite pois apesar da nfo
pasteurizacio algumas nfio apresentaram um nivel
elevado de fosfatase alcalina. O SCA para bilirru-
binas seguiu a seguinte téenica: foi preparada uma
soluclo estoque contendo Smg de bilirrubina {Sig-
ma) e 6,25 ml de NaCO3 a 1% (Merck). Esta solu-
cdo apds agitacdo foi mantida em frasco escuro ao
abrigo da luz.

A soluc8o de uso fol preparada no momento da
reacdo da seguinte maneira; a 7 ml de SON foi adi-
cionado 1 ml de solucio estoque de bilirrubina e
50 mel de Acido Acético PA (Merck), Esta solu-
¢fo corregponde a cerca de 7 mg% de bilirrubina
total. Por este método de preparo se obtém 90%
de bilirrubina indireta.

Técricas de doseamento:

Na tabela 1 encontramos 0s métodos e equipa-
menios utifizados, bem como as médias obtidas nos
diferentes [aboratorios da rede.

Para a determinacdo da glicemia foram utiliza-
das as reagdes da hexoquinase® e glicoseoxidase'.
No caso da uréia dois métodos foram comparados
arease!? ¢ diacetilmonoxima’s.

Para o doseamento de triglicérides?, creatinina®,
fosfatase alealing’, transaminases® e bilirrubinas®®
as técnicas foram as mesmas para todos os labora-
torios da rede. Fol empregada metodologia diferente
na determinacio da uricemia, sendo que o labora-
tario central utilizou a uricase’ e 0s demais o tra-
dicional método de Caraway®,
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Andlise estatistica:

Foi utilizado o programa Stathgraphics versao
1.0 ernt microcomputador Proldgica SP 16286, IBM
compativel, sendo caiculados a média, desvio pa-
dréo, Himites e coeficiente de correlacio.

Cuidados operacionais.

Quando da coleta de soros para o prepare dos
“pools’ deve-se levar em conta o alto risco a que
est4 sujeito o operador, uma vez que o virus da he-
patite infecciosa € normalmente encontrado nas po-
pulacdes hospitalares e na rede de satde pablica.
Bowers e colaboradores (2} recomendam extremo
cuidado com soros humanos pois mais da metade
dos soros encaminhados aos laboratdrios séo
HBsAg positivos.

Além disso, também ha o risco de contamina-
¢fo com amostras de sangue que apresentam posi-
tividade para o HIV (virus da imunodeficiéncia hu-

mana}, Sugere-se a utilizacdo de repipetadores au-
tomaticos, principalmente na hora de distribuir o
soro controle em frasquinhos € ap armazena-los no
congelador sempre manter visivel a targeta de
“CUIDADOS ESPECIAIS™.

RESULTADOS:

Os soros controles normal ¢ aierado foram usa-
dos comoe par@metros para controle da exatiddc e
precisdo. Quando mais de 20% dos resultados se
aproximam dos limitest 2 d.p. (desvio padrao),
configura-se a perda de exatiddo que geralmente,
€ provocada por erros sisteméticos, como por
exemplo, controles fora de especificacio, reagen-
tes mal preparados, variagdes de temperatura, ndo
ohservincia dos periodos de incubaco dos méto-
dos, leitura em comprimentos de onda fora dos re-
comendados, etc. A perda da precisdo aconiece
guando a maioria dos pontos estio préximos dos

TABELA

Resultados obtidos (média & dp} nas reagfes estudadas, nos diferentes
laboratdrios do Instituto Adolfo Lutz

Cenfral Arapaiuba Bawrn Pres. Prudente Sto, André Campinss Martiia Taubaté
Glicose BL12 BOT£IR 0 9085265 80 03 * - — —
Normal Aba—100 Spectronic Micronal Micronal Celm E216D
{mg/dL} hexoguinase  ghic. oxid. glic. oxid. ghic. oxid, aic. oxid.
(Glicose 132645 28326102 G+ L MI¢ 354 - 350¢ -
Akterada Aba-100 Spectronic Micronal Micronal Celm EZ18D Celm E210D
{mg/dLy hezogquinase  ghic. od, glic, oxid, alic. oxid, aliv, oxid, ghc, oxid
Trigcerides 444,04 211,59 428612277 44361167 421 ¢ 53 # - £36¢ -
Alterado Aba—100 Spectronic Mieronal Micronal Celm E216D Celm B2HD
{mg/dL) cinético cnzimatico enzimatico  pap cnzimético czimatico
Ui WAlE2M  BM£6T6  9TIEI §T* B4+ - - -
Alterado Aba—100 Spectronic Micronal Specironic Celm E2HD
{mg/dL} urease uregse DAmouoxima  wrease urease
Billr total 9152056 3504830 - - - — - -
Alterado Aba—100 Specironic
{mg/dL} Malloy Ev Malioy Ev
Bilir direta 101617 0,104 — — — — — —
Normal Aba~—100 Speclionic
{mg/dL} Malloy Ev Mailoy Ev
Addodrico M0 BT - - — 15,980,860 - 13,99+1,19
Alterado Aba~-100 Spectrenic Specironic Micronal
{mg/dL} wricase Caraway Caraway Caraway
Creatinina 26602811 2692013 - - - 234620 — 210031
Alferado Specronic Spectropic Spectronic Spectronic
(mg/dL} Folin Folin Folin Tolin
Fosf. alcalina 228,63 4:16,28 — — - - 404,2427,06 - 41,86:8,50
Alterade Aba~140 Specteonic Spectronic
LITER) Abbott Reateclin Reatockin
TGP - ~ 800 750 - . TR -
Alterado Micronal Spectronic Celm E2{6D
U enzimdtico  cinético cinéfico
TGO 245% i52¢ - - Lz -
Alterado - - Micronal Speetronic - - Calm E2HD
) enzimdtico  ¢indtio cinético

* Médias enviadas ao Ishoratério central, ndo fol possivel 2 comparagiy estatistica,
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TABELA II

Tesr t-Student e coeficiente de correlacdo oblidos nas determinacdes efetuadas nos laboraiorios do TAL.

coeficiente de corelacfo

Campinas Campings Aragataba Bauru Baurg Aracatuba Pres. Pmd.  Aracatuba

¥ i ¥§ ¥y vy Vs vE ¥s

Aragatuba Central Ceniral Asacatuba Campings Baury Taubaté
Glicose SCN — s 0,986 0,9946 0,9857 - — -
Glicose 8CA — - 0,9857% 01,9638 {1,9656% - - e
Triglic SCA — e 01,9383+ 0,9753 0,9436 e o e
Uréia SCA - e 6,9274% 0,5813* 0,9223% - - -
FOSF ALC SCA - 0,9112% - e o - o o
Ac frico SCA 0,9336 0,9346 0,9916 - e {:,9341 - 6,711
Creatin SCA 0,7136* 0,7310% 0,9318 - - - €,9341 -
BIL TOT 5CA — - 0,6734* - - o - o
BIL DIR SCN — - 0,7643* - - - - —
TGO SCA - - - — - - 0,4567 o
TGP 8CA — — - — - - {,3674% o

* = Andlise estatistica significativa (Test 1-Student, p < (,05)

TABELA III

Estudo da Exatidio e precisdo, Limites aceitdveis de Erro.

Centzal Arseatubs Bauru {ampinas Taubatt Pres. Prudente Sto. André  Mardlia
(licose L9581 94-86 96-88 B - - - -
Normal n 4 14 14 - - - - -
F @ ¢ 0
Glicose L 343343 306-260 396-364
Alterada n 1§ 13 15 — — — — —
I 1 i
Trighcerides L 466411 484-372 476-410
Alterado u 2 il 21 — — - - -
i 2 2z
Uréia L o288 938-7 103-94
Alterada n 4 24 4 — - — —_ -
F 3 1t 2
Billr. total L 168 4,2.2.9
Alterada g 13 13 - — — - - -
F i 0
Bitir. direta [ 0,1-0,i
Normal 1 12 12 - — — - — _
Fol i
Addodricc L 2,717 3,717 2228 16,311
Alterade 1 34 0 — 10 1 - -
Fé 0 0 i
Creatining L3824 2,924 -
)3 1,9-2,5
Alterada n @ 1 — 10 0 — e -
F oo 4 i 6
Fosf, alcadina L 201-197 458
50 3528
Alterada n 22 - - 10 i e - .
Foi g i

L = Limite geeltdvel fmédia + 2dp a média - 2dp)
1 = Nimero de amostras
F = Nimero de resultados fora do Hmite aceitdvat
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Hmites +2 d.p. e poucos ao redor da média, Isto
se deve a pipetagem inexata das amostras ¢ padedes,
agitacfio impropria dos tubos, material sujo, fa-
thas na calibragio dos aparelhos {analisadores au-
tométicos), ete. Bowers e colaboradores {2) suge-
rem gue se depois de revistos todos os ftens do mé-
todo, o probiema persistir, o operador ¢/ou 0 mé-
todo devem ser {rocados.

Na tabela | sfio apresentados os resultados obti-
dos nos diferentes laboratérios (média = d.p.},
através dos varios métodos e aparelhos utilizados,
Os resuliados com * representam as médias envia-
das ac laboratdrio ceniral ¢ nde foi possivel caleu-
lar o desvio padréo. Observa-se que os métodos en-
zimaticos sio os que apresentam resultados dispa-
TEs. :

Na tabela I encontram-se a comparagio dos mé-
tedos intralaboratoriais, o coeficiente de correla-
¢lo e o resultado do teste “t*’ que permitiu esta-
belecer a significAncia on ndo da comparagéo dos
‘resultados, Foi escolhido o nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Na tabela {11 encontra-se os limites aceitdveis de
erro estabelecidos pelo uso da média =2 d.p. ¢ cri-
téric de Chevenet {5} o que nos permite analisar
os métodos e estudar as tendéncias,

DISCUSSAO E CONCLUSOES:

Os sistemas de controle estudados serviram co-
mo Instrumentos de comparacdo entre os resuita-
dos obtidos nos diferentes laboratorios {precisio
¢ exatiddo).

A precisdo foi estudada analisando-se os resul-
tados didrios enviados pelos analistas, sendo que
a analise estatistica fol feita por uma sé pessoa, O
soro controle fol processado como os desconheci-
dos {soro de paciente) para evitar vicios nos resul-
tados.

Para os soros controles seguiu-se 8 mesma tée-
nica na preparagio evitando-se coletar soros lipé-
micos, ictéricos e/ou hemolisados que interferem
na determinacio de varios componentes bioguimi-
cos. O acerto do pH para 7,2 torna-se necesssrio
pela acidificacfio da amostra em funcdo da perda

“de CO; durante o congelamenio.

Bowers e ¢ols.(2) relacionam uma lista de inter-
ferentes nas diversas reagSes bioguimicas, ¢ entre
eles podermos citar: o efeito de outras substincias
redutoras no sangue e na urina diferentes da gli-
cose na determinacic desse componente pelos mé-
todos de reducfo do cobre; também os efeitos fi-
sicos devem ser levados em conta tais como, a vis-
cosidade e a tensfio superficial da amostra; a he-
modiluicio em sangue de diabéticos descompen-
sados; a liofilizagdio pode produzir aiteragdes na
composiciio do material, podendo se verificar a di-
minuicio da estabilidade das Hpoproteinas, Os s0-
ros controles para bilirrubinas apresentam dois in-
covenientes, a alteragfo pela luz (fotossensibilida-
de) ¢ pela presenca das protefnas séricas que po-
dem alterar os resultados.

Os métodos quimicos de doseamento mostraram
pouca variacio entre os resultados dos diferentes
laboratérios da rede, ainda que 0s reativos sejam
diferentemente preparados ou adquiridos de fon-
te externa. A determinagfic do acido frico foi a
ais exata € precisa mesmoe guando comparados
os métodos enzimético {7) e ¢ tradicional Caraway
{6). O estudo da precisfo indica que em trés labo-
ratdrios analisados (Central, Campinas ¢ Araca-
tuba) tivemos os mesmos limites (21,8 -17,8). Isto
sugere que ndo existe método especial, mas gue o
conhecimento do método ¢ dos equipamentos uti-
lizados pode ser de grande ajuda no laboratdrio,
para evitar erros sistematicos e reagentes fora de
controle.

Entre os diferentes métodos estudados, os que
apresentaram variagSes mais significativas dos re-
sultados foram os enziméaticos (fosfatase e transa-
minase} e/ou aqueles gue sofrem alteragdes pelo
proprio preparo dos controles {bilirrubinas). Os do-
seamentos das transaminases (GPT e GOT), bilir-
rubinas e fosfatase alcalina foram os que apresen-
taram as maiores instabilidades, {anto na determi-
naclo da precisio como da exatidio.

Conclui-se assim, gue hé necessidade de um tra-
tamento especial para 0s soros controles gue séo
utilizados para todas as reacSes, Um estudo incluin-
do o uso de aditivos especiais come por exemplo
a glicerina sera objetivo de préximas publicacBes,
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ABSTRACT: This paper describes the preparation of the serum normal poo! and alterat-
ed pool made from this base by volumetric additions of analvie., The concentration of each
constituent in each pool is established from measurement in the severs!l clinical laboratories.
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This substance has been used like control system to study precision and accuracy and alerts
one to the existence of problems. Moreover, such a system can provide the analyst with a valu-
able deciston-making tool to help guide him in considering new methodology of instrumenta-

fion,

DESCRIPTORS: Clinical Biochemistry, Serum Control, Quality Control, Precision and

Accuracy.
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