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Aseguramiento de Calidad en el Laboratorio de Biologia
Molecular: Control de Contaminacién Ambiental
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La técnica de PCR es desde su
descubrimiento en el afio 1986 la técnica mas
usada por su especificidad y su exactitud pero
esto lleva a que sea altamente susceptible ala
contaminacion ambiental por lo que es
necesario contar con estrictos controles de
calidad. En el presente trabajo se aborda esta
problematica y nos propone la implemen-
tacion de medidas correctivas para lograr
excelenciay exactitud en los resultados.
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Resumen

La reaccidon en cadena de la poli-
merasa (PCR) es la técnica mds importante en
Biologia Molecular. Su principal deficiencia es
la susceptibilidad a la contaminacion de la
muestra, ya sea con productos de ampli-
ficacion generados en reacciones previas o
con material genético proveniente de otras
muestras. Se entiende por contaminaciénala
presencia indeseada de moléculas de ADN o
ARN, que pueden actuar como templados en
reacciones de amplificacion. El objetivo del
trabajo fue demostrar la importancia de la
implementacion de un control de contam-
inacion ambiental periddico monitoreando la
integridad del circuito de PCR. Para ello, se
hisoparon puntos correspondientes a
diferentes areas de trabajo y se investigé la
presencia de amplicones mediante PCR Real
Time en Lighcycler 2.0, Roche® y Ampliprep
Cobas s201, Roche®. En puntos criticos del
circuito (flujo laminar o la cabina de seguridad
del drea de pre-PCR) no se detectaron
amplicones, aunque si se hallaron en las
mesadas y heladeras. En el resto del circuito,
la distribucion de los amplicones fue variable.
De esta forma se demuestra la importancia de
la realizacion de un control de contaminacion
ambiental periddico en laboratorios que
realizan la técnica de PCR, pudiendo detectar
contaminacién de forma precoz y tomar
acciones correctivas atiempo.

Palabras clave: reaccion en cadena de la
polimerasa * circuito de PCR * conta-
minacién poramplicones * buenas practicas
de laboratorio * laboratorio de biologia
molecular

Introduccion

El Laboratorio de Biologia Molecular
se basa fundamentalmente en elempleo de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Esta reaccién fue descubierta en 1986 por K.
Mullis y consiste en la amplificacién in vitro
del ADN por medio de una reaccion
enzimatica especifica (1). Laimplementacion
de esta técnica en el laboratorio bioquimico
clinico fue revolucionaria por su rapidez y
versatilidad (2). Ademas, es altamente
especifica y sensible por lo que requiere
minima cantidad de muestra para su
realizacion (3). Es justamente, debido a esta
elevada sensibilidad analitica, que el
principal riesgo de la PCR es su suscep-
tibilidad a la contaminacion (4).

En el laboratorio de Biologia Mole-
cular la contaminacion se define como la
presencia indeseada de moléculas de ADN o
ARN, que pueden actuar como templados en
las reacciones de amplificacion (5). Esto
podria llevar a la necesidad de realizar
repeticiones de los procedimientos, con su
consecuente costo econdmico e, incluso,
derivar en problemas diagndsticos como son
los resultados falsos positivos (3).

Si bien la contaminacidon es un
fendmeno que suele ser subestimado, ya en
1988 se reporté por primera vez un
resultado falso positivo en la detecciéon de
genoma del Virus de la Hepatitis B por esta
problematica (5). A partir de entonces
numerosos articulos fueron publicados
describiendo este fenédmeno y proponiendo
pautas de trabajo para evitar su efecto
negativo sobre laseguridad del paciente (6).



Las diferentes fuentes de conta-
minacion reportadas incluyen el pasaje
accidental de material genético de una
muestra a otra, la presencia de acidos
nucleicos foraneos en reactivos o personal de
laboratorio y la contaminacién del ambiente
por productos de amplificacion generados en
reacciones previas (amplicones) (7). Estos
representan la principal fuente de
contaminacion del laboratorio de Biologia
Molecular debido a su estabilidad y elevada
produccién en cada reaccién.

En el Laboratorio de Biologia Mole-
cular de este hospital se procesan alrededor
de 8.000 muestras por mes vy, siguiendo las
recomendaciones dirigidas a los laboratorios
clinicos que realizan PCR(3), el sector se
encuentra organizado en dareas de trabajo
fisicamente separadas, donde cada una
cuenta con su propio instrumental como ser
vortex, centrifugas, pipetas y tips. Asimismo,
el flujo de trabajo es unidireccional, es decir,
desde la zona de “pre-PCR” a la de “post-
PCR”.Eneldrea de “pre-PCR” se preparala

master mix (mezcla que contiene todos los
reactivos necesarios para llevar a cabo la
amplificacion) y es una zona libre de
material genético. El drea de “post-PCR” es
aquella donde se realiza la amplificacion de
los &cidos nucleicos, por lo que es laregion
que contiene mayor cantidad de ampli-
cones. Por otro lado, la mayoria de las
determinaciones que se realizan en el
laboratorio de Biologia Molecular son
automatizadasy con un sistema cerrado, lo
que disminuye la produccion de aerosoles y
la posible contaminacion con amplicones (8).
Para degradar los amplicones generados,
diariamente se emplea luz UV en las
diferentes salasy equipos (9), y para reforzar
este proceso en las plataformas de
amplificacién automatizadas se utiliza el
método de descontaminacion con Uracil-N-
glicosilasas (UNG).
disminuye la probabilidad de que
amplicones generados en reacciones previas
funcionen como nuevos templados (10).
Otra medida importante que el laboratorio
estda implementando desde 2009 es la

De esta manera se

realizacion de un control de contaminacion
ambiental de forma periddica para sensar la
presencia de amplicones en el ambiente de
trabajo.

Esimportante teneren cuenta que las
acciones preventivas anteriormente citadas
no garantizan la total ausencia de amplicones
contaminantes y que ninguin método de
descontaminacion es totalmente efectivo
(7). Por esa razdn, el presente trabajo tiene
como objetivo demostrar la importancia de
la implementacién de un control de
contaminacion ambiental periddico a fin de
detectar la presencia de contaminacion de
forma precoz y asi tomar acciones correctivas
atiempo.

Materialesy Métodos

En septiembre de 2016 se llevo a
cabo en el laboratorio de Biologia
Molecular de este hospital, un control
ambiental con el fin de detectar posible
material genético contaminante.
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Areasinvolucradas

En la Figura 1 se detallan los nueve
puntos de control correspondientes a las
diferentes dreas de trabajo del laboratorio en
las que se censd la presencia de amplicones.

Recoleccién de muestras

Se utilizaron simultdneamente tres
hisopos de Dacron previamente humedecidos
en agua libre de ADNasas/ ARNasas (“agua
free”) para la recoleccion de muestras en cada
punto de control. El procedimiento se realizé
respetando el flujo de trabajo unidireccional y
fue llevado a cabo por un mismo operador
en todas las oportunidades para estan-
darizar la toma de muestra. Los tres hisopos
de cada punto de control fueron colocados en
tubos Falcon con 1.400 ulLde “agua free” y
posteriormente se utilizd el vdrtex para
inducir la liberacién del material recolectado.
Se obtuvo un total de nueve tubos, que
luego fueron utilizados para llevar a cabo las
reacciones de amplificacion.

Amplificacién de secuencias

En todas las muestras recolectadas
se realizd la busqueda de amplicones del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV),
Hepatitis C(HCV)y Hepatitis B(HBV) por PCR
en tiempo real (multiplex), empleando la
prueba Cobas TaqScreen MPX en la
plataforma Ampliprep Cobas s201 de Roche’.
Asimismo, se estudiaron por PCR en
tiempo real los amplicones de Citome-
galovirus (CMV), beta globinay Enterococo
Vancomicina Resistente (EVR) en LightCycler
2.0 (Roche’). Para CMV y beta globina se
utilizaron los kits comerciales de
TibMolbiolLightMix~ Kit CMV EC y LightMix’
Kit Beta Globin Extraction Control,
respectivamente. En  ambos casos se
emplearon ademas para la preparacién de la
master mix los reactivos de Roche del kit
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe.
Para la determinacién de EVR se emplearon
los reactivos de LightCycler VRE Detection Kit
(Roche’).

Las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo
establecido por el fabricante y bajo las
mismas condiciones en que se procesan las
muestras clinicas. Por lo tanto, se emplearon
1.100 pL de muestra para la técnica
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multiplex y 5 pL para CMV, EVR y beta
globina, respectivamente. Parala preparacion
de la master mix se utilizaron primers,
sondas, MgCl,, enzima Taq polimerasay agua
free en las cantidades y concentraciones
descritas en elinserto comercial.

.

Figural

(

Circuito de PCR

Pre-PCR
-Flujo1
- Flujo 2
- Mesadas y
heladeras

- Mesadas y equipos ., -Flujo
Separacion

5201
- TagMan Mesada

Analisis de los resultados

Luego de concluidos los ciclos de
amplificacidn para cada analito, se verificd en
los programas de los equipos corres-
pondientes la presencia o ausencia de una
curvade amplificacion para cada muestra, lo
cual permitié discernir los resultados
positivos de los negativos respectivamente.
Los resultados se organizaron en Tablasy en
el caso de los positivos, se registrd para cada
curva el valor de Cp (crosspoint) obtenido. Este
valor indica el nimero de ciclo de la PCR al
cual la fluorescencia detectada supera la
fluorescencia basal, por lo tanto, se entiende
que cuanto menor es el Cp mayor es la carga
inicial de la secuencia en estudio.

Resultados

Hallazgos generales

Se observd que en puntos criticos
del circuito, como el flujo laminar o la cabina
de seguridad del area de pre-PCR no se
detectaron amplicones, aunque si se hallaron
en las mesadas y heladeras del drea. En el
resto del circuito, la distribucion de los
amplicones fue variable.

El detalle de los resultados obteni-
dos y los valores de Cp de la PCR para cada

analito en los distintos puntos de control se
presentanenlaTabla I.

Medidas correctivas adoptadas

Ante estos resultados, se decidid
aplicar las siguientes acciones correctivas:

1. Implementacién de un protocolo
reforzado de limpieza. El protocolo consiste en
utilizar un pafio embebido con NaClO al 5%
sobre las superficies, luego eliminar sus
residuos con agua y finalmente utilizar
isopropanol al 70%. A partir de entonces, este
procedimiento se realiza de manera
complementariaa la limpieza diaria de las
superficies, que consiste en el empleo de
isopropanol al 70% vy la utilizacién de luz UV en
todo el circuito.

2. Reentrenamiento del personal. En el
laboratorio no sélo participan los operadores
y profesionales de Biologia Molecular, sino
también el personal de limpieza, por lo que
todos fueron debidamente reentrenados en
el cumplimiento del circuito de PCRyen la
importancia de las buenas practicas de
trabajo.

Un mes después de la implemen-
tacion de las medidas correctivas, se repitié el
control de contaminacién ambiental, siguien-
do el mismo procedimiento descrito previa-
mente. En este caso se observo la negati-
vizacién de la mayoria de los amplicones
hallados en el primer control, a excepcién de
los de HIV y beta globina. Sin embargo, estos
ultimos fueron detectados en concentra-
ciones menoresalasiniciales, loque se reflejé
ensusvaloresde Cp (Tablall).

Andlisis del impacto clinico asociado a la
contaminacion detectada

A fin de evidenciar si la presencia de
contaminaciéon tuvo impacto sobre los
resultados clinicos emitidos, se realizé un

analisis retrospectivo de los controles
negativos que se procesaron en los diez
meses previos al inicio del estudio,

correspondientes a los seis analitos
involucrados. Para HIV, HCV, HBV y EVR no se
observé positivizacion del control negativo
durante el periodo estudiado, pero si se
observé un caso de amplificacion del control
negativo para CMV yotro para beta globina.
En ambos casos se procesaron nuevamente

»
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las muestras y los controles, tal como se establece en los
procedimientos estandarizados del laboratorio, y se obtuvo la
negativizacion del control negativo, con lo que se pudo validar la
corrida.

.

contaminacion que se realizaron permiten documentar que las
medidas correctivas implementadas fueron efectivas para lograr una
disminucidn significativa de los amplicones y que esta situacion se
mantuvo alo largo del tiempo (Tabla l1).

.

Tabla I. Detalle de los Cp (crosspoint) obtenidos para cada determi-
nacion en los distintos puntos en los que se realizo el control de
contaminacion ambiental.

Puntos de control de contaminacién v HOV | HBY | CMV | EVR | Bglobina
(Cp) Cp) Cp) Cp) Cp) (Cp)

Pre PCR

- Flujo laminar ND* [ ND ND ND ND ND

- Cabina de seguridad ND ND ND ND ND ND

- Mesadas y heladeras 345 ND ND | 347 | 329 320

Separacion de muestras

- Cabina de seguridad 382 | 393 ND ND ND ND

- Mesadas 332 ND ND ND ND ND

Extraccion de material genético

- Mesadas, heladeras y equipos 352 O IR ND ND 375

Banco de sangre

- Mesadas y equipos 356 ND ND ND ND ND

- Termociclador 328 ND ND ND ND 308

Post PCR

- Mesadas, heladeras y equipos 296 | 367 nD | 334 ND 311

“ND: No detectable

S

Tabla Il. Resultados obtenidos luego de |la descontaminacion para cada
determinacién en los distintos puntos en los que se realizé el control,
consus correspondientes valores de Cp (crosspoint) obtenidos.

Puntos de control de contaminacion HIVE [ HOVE ] HBY ] GV EVR ) fglobina

(Cp) (Cp) (Cp) (Cp) (Cp) (Cp)

Pre PCR

- Flujo laminar ND ND ND ND ND ND

- Cabina de seguridad ND ND ND ND ND ND

- Mesadas y heladeras 36,1 ND ND ND ND ND

Separacion de muestras

- Cabina de seguridad ND ND ND ND ND ND

- Mesadas 366 ND ND ND ND ND

Extraccion de material genético

- Mesadas, heladeras y equipos ND ND ND ND ND ND

Banco de sangre

- Mesadas y equipos 364 ND ND ND ND ND

- Termociclador 310 ND ND ND ND 333

Post PCR

- Mesadas, heladeras y equipos 294 ND ND ND ND 37,7

*ND: No detectable

Teniendo en cuenta que alolargo de los diez meses de estudio
se registraron 226 controles negativos para CMV y 243 para beta
globina, los controles invalidados por positivizacion representaron
sélo un 0,44%y 0,41% respectivamente, lo cual no se considera un
porcentaje significativo. Ademas, sabiendo que al reprocesar la
corrida los controles arrojaron los resultados esperados y los de las
muestras fueron coincidentes con los iniciales, se puede inferir que la
presencia de amplicones en el Laboratorio no tuvo impacto en los
resultados clinicos.

Conservacién de laintegridad del circuito de pcr tres meses después

Luego de tres meses de realizado el segundo control de
contaminacion, se llevd a cabo un tercer control para hacer un
seguimiento de los analitos que persistieron (HIV y beta globina). Se
detectaron secuencias de HIV sélo en el area de post PCR, mientras
que beta globina se hallé a lo largo del circuito en mesadas y
heladeras. Los resultados globales de los tres controles de

Bioandlisis | Ene . Feb 19

Tabla Ill. Resultados globales en Cp (cross point) de las PCR
correspondientes alos tres controles de contaminacion que se llevaron
a cabo. Los valores entre barras representan los resultados del primer,
segundoy tercer control para cada amplicén buscado.

Puntos de control de contaminacién i Hev Hev cmv EvR Bglobina
(Cp) (Cp) (Cp) (Cp) (Cp) (Cp)
Pre PCR
- Flujo laminar ND/ND/ND ND/ND/ND | ND/ND/ND | ND/ND ND/ND ND/ND/ND
- Cabina de seguridad ND/ND/ND ND/ND/ND | ND/ND/ND | ND/ND ND/ND ND/ND/ND

- Mesadas y heladeras 34,5/36,1/ND ND/ND/ND ND/ND/ND 34,7/ND 32,9/ND 32,0/ND/37,6

Separacion de muestras

- Cabina de seguridad 38,2/ND/ND 39,3/ND/ND ND/ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND/ND
- Mesadas 33,2/36,6/ND ND/ND/ND ND/ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND/38,3
Extraccion de material genético

- Mesadas, heladeras y equipos 35,2/ND/ND ND/ND/ND | 41,2/ND/ND ND/ND ND/ND 37,5/ND/ND
Banco de sangre

- Mesadas y equipos 35,6/36,4/ND ND/ND/ND ND/ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND/ND
- Termociclador 32,8/31,0/ND ND/ND/ND ND/ND/ND ND/ND ND/ND 30,8/33,3/ND
Post PCR ND/ND/ND

- Mesadas, heladeras y equipos 29,6/29,4/33,5 36,7/ND/ND ND/ND/ND 33,4/ND ND/ND ND/ND

*ND: No detectable

Discusiony Conclusiones

Para el aseguramiento de la calidad en el laboratorio de
Biologia Molecular es fundamental respetar el circuito de PCR y contar
con controles de calidad internos (QCl) y externos (QCE). El Laboratorio
Central del Hospital Italiano de Buenos Aires incluye dentro de sus
QCl un control de contaminacidon ambiental semestral para sensar la
presencia de amplicones. Con el fin de demostrar la importancia de su
implementacion, se exponen los resultados obtenidos en los ultimos
tres controles realizados.

El primero de ellos refleja la presenciade ampliconesen gran
parte de las dreas estudiadas del laboratorio. Sibien no esinesperada
su presenciaen eldrea de post PCR,yaque eselsector enelque se
llevan a cabo las reacciones de amplificacion, si lo es en el resto de las
areas y especialmente en la sala de pre PCR, donde se evidencid la
presencia de cuatro de los seis analitos estudiados.

Los amplicones de HIV fueron los méas ampliamente
distribuidos alo largo del circuito,lo que podriadeberse aque en el
laboratorio se realizan tres determinaciones que llevan a su
generacion: la determinacion cualitativa del genoma del virus, su
cuantificacion y su genotipificacion, que se lleva a cabo manualmente e
implicauna PCR nested.

Los resultados expuestos a partir del segundo control de
contaminacion evidencian que el refuerzo en los protocolos de limpieza
y el reentrenamiento del personal en las buenas practicas de trabajo,
fueron exitosos para disminuirlacarga deampliconesen elambiente.
Esto se infiere a partir de la negativizacion de gran parte de los analitos
buscados. Aquellos que persistieron lo hicieron en concentraciones
menores a las iniciales, lo que se vio reflejado en el aumento de los
valores de “Cp”.

»
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Ante estos resultados, se realizd el
analisis retrospectivo de los controles nega-
tivos de las determinaciones implicadas para
evidenciar si la presencia de contaminacién
tuvo impacto en los resultados clinicos
emitidos. El andlisis demostrd que los niveles
de contaminacidon presentes no fueron
suficientes como para afectar significa-
tivamente los resultados de los controles que
se realizaron en los Ultimos diez meses. Por
consiguiente, se asegura la confiabilidad de los
resultados clinicos emitidos durante ese
periodo. Este hallazgo resulta de importancia,
ya que en muchos laboratorios sélo se utiliza
como indicador de contaminacion la
positividad a repeticion del control negativo
presente en cada corrida. A partir de un control
de contaminacién periddico es posible
anticipar esta situacién que suele ser
dificilmente reversible.

En este trabajo se propone utilizar
el control de contaminacion ambiental como
Indicador de Calidad para los laboratorios de
Biologia Molecular. Posee lasventajas de ser
un procedimiento sencillo, versatil y de bajo
costo relativo. Cada laboratorio debera
evaluar losanalitos que seran incluidosen su
control y la periodicidad del mismo, segun la
dindamica de trabajo. En este caso, se realizd la
busqueda de amplicones de HCV debido aque
las muestras de personas infectadas con este
virus suelen presentar elevada carga viral y
ademds se trata de una determinacion que se
procesa diariamente junto a las de HIV y HBV
en el Banco de Sangre del laboratorio. Como
CMV y EVR también tienen la misma frecuen-
cia de procesamiento, ambas determi-
naciones fueron consideradas en el control
ambiental. La betaglobina se incluyé en el
estudio, debido a que se utiliza como control
de extraccion en algunas determinaciones,
evidenciando la presencia de material
genético. Esuna determinaciénimportante en
la validacion de los resultados negativos, por
lo que un resultado falso positivo tendria una
gran implicancia diagnostica.

Es importante tener en cuenta que
no se encontraron en la bibliografia
consultada limites de contaminacidn
aceptables para los laboratorios que realizan
la técnica de PCR, por lo que los presentes
resultados no pueden ser contrastados con
otros valores. Asimismo, sibien son conocidas
las medidas para prevenir la contaminacion,
no existen protocolos oficiales publicados de
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control de contaminacién ambiental especi-
ficos para laboratorios de Biologia Molecular.

Se considera de interés para la
comunidad clinica e investigadora que se
establezcan valores de corte y pautas para el
disefio de estrategias de screening que
permitan evaluar la presencia de amplicones
enellaboratorio.

Implementar un control de conta-
minacion ambiental periddico resulta
fundamental para la confiabilidad de los
resultados emitidos y, en el caso de los
laboratorios clinicos, para garantizar la
seguridad del paciente evitando posibles
errores en Medicina (11). Asimismo, previene
situaciones que podrian llevar a grandes
costos, como el reprocesamiento de muestras,
descontaminaciones intensivas e incluso, la
necesidad de suspender practicas de
laboratorio.

Este trabajo refleja el impacto
positivo que generd en el Laboratorio del
Hospital Italiano la implementacion de este
proceso de mejora de la calidad y pretende dar
cuenta de la importancia de su utilizacién en
todos los Laboratorios de Biologia Molecular.
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