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0. INTRODUCCIÓN

El modelo de concentración de laboratorios clínicos y des-
centralización de los módulos de extracción y recogida de 
muestras en nuestro entorno ha provocado que las muestras 
biológicas humanas se transporten y conserven en condiciones 
que pueden afectar a la estabilidad de todas o varias de las 
propiedades físico-químicas de sus componentes, sin que se 
conozca con certeza la repercusión sobre la calidad final de 
los resultados emitidos.

La estabilidad metrológica de las propiedades físico-quími-
cas de los componentes de especímenes biológicos humanos 
es un concepto definido por Guder (1) como «la capacidad 
de una muestra de retener el valor inicial de las magnitudes 
biológicas dentro de unos límites establecidos durante un 
determinado periodo de tiempo cuando ésta se conserva en 
condiciones definidas». 

Existen recomendaciones generales sobre el tiempo y la 
temperatura más adecuada para la determinación de la mayoría 
de las magnitudes biológicas. Así, el National Committee for 
Clinical Laboratory Standard (NCCLS) (3,4) recomienda que 
deben analizarse antes de las 2 horas de su obtención y mante-
nerse a temperatura ambiente. 

El conocimiento de la estabilidad de las muestras toma 
especial relevancia debido a que existen diferentes recomenda-
ciones. A nivel nacional, se conocen las publicadas en la Base 
de datos del INSALUD (2). Internacionalmente se encuentran 
las recomendaciones realizadas por el NCCLS para determi-
nados tipos de especímenes, así como las de diferentes grupos 
de trabajo y Sociedades Científicas (1,5-8).

Diversos estudios (9-11) han demostrado que la inadecuada 
conservación de las muestras antes de su procesamiento influ-
ye o modifica la estabilidad de algunas de las propiedades físi-
co-químicas de sus componentes, provocando que el resultado 
obtenido sea significativamente diferente del resultado que se 
obtendría si la muestra se preparase y procesase en condicio-
nes idóneas. 

Entre las variables que afectan la estabilidad se encuentran:
•  Condiciones en el transporte de las muestras: temperatura, 

tiempo y alteraciones mecánicas, como vibración, a las que 
son sometidos los especímenes durante su transporte.

•  Condiciones en la conservación de la muestra desde la 
extracción hasta su centrifugación o preparación previa al 
procesamiento: forma de almacenamiento, evaporación, 
decantación o separación en alícuotas, temperatura de 
conservación y tiempo transcurrido. 

Otros factores que pueden influir en la estabilidad de las 
muestras biológicas son:

•  Condiciones inherentes al sujeto relacionadas con la 
variabilidad biológica intraindividual, como factores 
fisiológicos, patológicos, ingesta de fármacos, y regula-
ción homeostática. 

•  Condiciones de obtención de la muestra, tales como la 
dificultad de la extracción, tiempo de aplicación del torni-
quete y tiempo total del procedimiento de extracción.

•  Condiciones propias al contenedor de la muestra: compo-
nentes intrínsecos del material, aditivos, conservantes y 
fases de separación.

•  Metodología analítica empleada y propiedad físico-quí-
mica que se mide.

También se conoce que todas las variables anteriormente 
citadas afectan por desigual a los diferentes componentes de 
la muestra. Algunas propiedades físico-químicas son más sen-
sibles que otras a la acción de estos factores, no se alteran en 
la misma cuantía y la acción de alguna de las variables puede 
influenciar con signo contrario sobre diferentes componentes 
de una misma muestra.

Los numerosos estudios realizados sobre el tema muestran, 
en algunos casos, falta de consenso o resultados contradic-
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torios, como queda constancia en el estudio bibliográfico 
realizado por la Sociedad Española de Bioquímica Clínica y 
Patología Molecular en el año 2001 (12), donde se revisaron 
las principales recopilaciones hasta el momento, así como toda 
la bibliografía de los últimos cuatro años.

Los estudios, en general (7,10), están realizados en condi-
ciones experimentales y no reproducen la práctica diaria de 
los laboratorios clínicos. Otro inconveniente adicional es que 
son estudios sobre una o pocas magnitudes (10). Por último, 
la mayoría de estudios son intrahospitalarios (7,10), con resul-
tados difícilmente transferibles a laboratorios que trabajen en 
condiciones diferentes de las que se exponen, y en los que no 
se tiene en cuenta una de las variables principales propues-
tas en este protocolo como es la influencia de la agitación o 
vibración a la que están sometidas las muestras durante su 
transporte por carretera.

1. PROTOCOLO DE ESTUDIO 

Es necesario definir un protocolo para estudiar la influencia 
que pueden tener las diferentes variables, como temperatura, 
agitación (transporte) y tiempo desde la obtención del espé-
cimen hasta su procesamiento, en la estabilidad de las mag-
nitudes biológicas humanas. Dichas variables se agrupan en 
diferentes modelos, asignando un número de 30 individuos al 
estudio de cada modelo.

Se toma como muestra de referencia (M1), para cada uno 
de los individuos y cada una de las magnitudes en estudio, 
aquella que no es sometida a transporte, que se conserva a 
una temperatura entre +21 y +25 ºC y que es procesada en un 
intervalo de tiempo entre 90 y 120 minutos desde su obten-
ción. Para el estudio de la estabilidad de glucosa y potasio, o 
de otras magnitudes con estabilidades más cortas (según datos 
bibliográficos), este tiempo debe estar comprendido entre 30 y 
45 minutos. El resto de muestras de cada individuo se someten 
a la influencia de los diferentes modelos.

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Ámbito de aplicación 
El estudio se debe realizar en el lugar de extracciones del 
laboratorio o en puntos de extracción que se encuentren en el 
mismo edificio del laboratorio. 

2.2. Selección de pacientes 
La asignación de los sujetos al estudio se realiza de forma 
aleatoria entre todos los que acudan, por prescripción de su 
médico, al centro de extracción previamente determinado, 
durante el periodo de tiempo necesario hasta completar el 
número de sujetos predefinidos. A todos ellos se les pide el 
consentimiento informado.

Los pacientes deben permanecer en ayunas un mínimo de 
12 horas (13) previas a la extracción de sangre. 

2.3. Criterios de exclusión de pacientes y muestras
Quedarán excluidos:

•  Pacientes que denieguen su consentimiento.
•  Muestras obtenidas en extracciones difíciles o que no se ajus-

ten al protocolo de extracción previamente estandarizado.
•  Muestras obtenidas en condiciones distintas al tiempo y 

temperatura establecidos en los modelos definidos más 
adelante. 

•  Muestras hemolizadas o hiperlipídicas, observables 
visualmente o rechazadas por los procedimientos de 
medida (podrían interferir en los resultados de las deter-
minaciones realizadas).

La exclusión por alguno de estos sucesos indicará la asigna-
ción de un nuevo paciente en el estudio, según el modelo defini-
do anteriormente, hasta completar los diferentes grupos de 30.

2.4. Recogida de especímenes 
Para todas las muestras incluidas en todos los laboratorios que 
realicen el estudio, se estandariza la recogida siguiendo las 
recomendaciones del National Commitee for Clinical Labora-
tory Standards (NCCLS). Cada muestra de sangre será tratada 
en función de las características del modelo de estudio esco-
gido, tanto en los referentes a la extracción de sangre como a 
la centrifugación, cuando proceda. También se estandariza el 
tiempo de transporte (2 y 4 horas). Se controla la temperatura 
ambiental del lugar de la extracción, del transporte y en el 
laboratorio. 

Para cada uno de los modelos del estudio y para cada sujeto, 
ya sea para determinaciones en suero, sangre u orina, se obtie-
ne la muestra de referencia descrita anteriormente.

2.5. Variables a estudiar
Se tendrán en cuenta las variables de agitación, temperatura 
y tiempo.

•  Agitación: En función del modelo de estudio, algunas 
muestras serán transportadas en las condiciones habitua-
les, realizando un recorrido por carretera o ciudad durante 
un periodo de 2 y de 4 horas. También se pueden hacer 
estudios con otros sistemas de transporte dentro del hos-
pital, por ejemplo el tubo neumático.

•  Temperatura: Se estudiarán las siguientes situaciones:
–  temperatura de conservación no controlada y registrada.
–  temperatura de conservación controlada entre +21 y 

+25 ºC y registrada.
–  temperatura de conservación controlada entre + 4 y +8 ºC 

y registrada.
•  Tiempo: intervalo de tiempo desde la extracción hasta la 

obtención del resultado, con o sin centrifugación previa 
de la muestra:

–  T1: 90-120 minutos (30-45 minutos para las determina-
ciones de glucosa, ion potasio u otras magnitudes)

–  T2: 210-240 minutos
–  T3: 330-360 minutos
–  T4: 450-480 minutos
–  T5: 24 horas
–  T6: 48 horas
–  T6bis: en lugar de 48 horas, se puede realizar a la semana 

para determinaciones poco frecuentes (autoinmunidad, 
algunos marcadores tumorales, algunas hormonas, etc.).

3. DESCRIPCIÓN DEL PROTOCOLO 

Para cada una de las magnitudes seleccionadas, el protocolo se 
desarrolla en tres fases. En cada una de las fases los modelos 
aplicados serán los mismos (A, B, C y D), pero cambiando las 
variables temperatura y agitación:

•  Primera fase: temperatura de conservación no controlada 
y registrada. 

•  Segunda fase: temperatura de conservación controlada 
entre +21 y +25 ºC y registrada.
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•  Tercera fase: temperatura de conservación controlada 
entre +4 y +8 ºC y registrada.

3.1. Modelos propuestos
• Modelo A – Con agitación y sin centrifugación previa

Consiste en extraer 3 tubos (M1, M2, M3) a cada sujeto en 
el propio laboratorio o en el mismo edificio del laboratorio:

–  M1: el tubo se queda en el laboratorio y es tratado como 
muestra de referencia. Se analiza en el tiempo T1.

–  M2: se coloca en una nevera portátil con un termómetro 
de máxima y mínima y se da al transportista para que 
haga el recorrido de 2h. Se centrifuga y analiza en el 
tiempo T2.

–  M3: se coloca en una nevera portátil con un termómetro 
de máxima y mínima y se da al transportista para que 
haga el recorrido de 4h. Se centrifuga y analiza en el 
tiempo T3.

Cuando sea posible, en lugar de un termómetro de máxima 
y mínima se utilizará un sistema de registro continuo de tem-
peratura. 

• Modelo B – Con agitación y centrifugación previa
Consiste en extraer 3 tubos (M1, M2, M3) a cada sujeto en 

el propio laboratorio o en el mismo edificio del laboratorio:
–  M1: el tubo se queda en el laboratorio y es tratado como 

muestra de referencia. Se centrifuga y se analiza en el 
tiempo T1.

–  M2: se centrifuga y se coloca en una nevera portátil con 
un termómetro de máxima y mínima y se da al transpor-
tista para que haga el recorrido de 2h. Se analiza en el 
tiempo T2.

–  M3: se centrifuga y se coloca en una nevera portátil con 
un termómetro de máxima y mínima y se da al transpor-
tista para que haga el recorrido de 4h. Se analiza en el 
tiempo T3.

• Modelo C – Sin agitación y sin centrifugación previa
Consiste en extraer 3 tubos (M1, M2, M3) a cada sujeto en 

el propio laboratorio o en el mismo edificio del laboratorio:
–  M1: el tubo se queda en el laboratorio y es tratado como 

muestra de referencia. Se analiza en el tiempo T1.
–  M2: el tubo se queda en el laboratorio. Se centrifuga y 

analiza en el tiempo T2.
–  M3: el tubo se queda en el laboratorio. Se centrifuga y 

analiza en el tiempo T3.
• Modelo D – Sin agitación con centrifugación previa
Consiste en extraer 1 tubo (M1) a cada sujeto en el propio 

laboratorio o en el mismo edificio del laboratorio: 
–  M1: el tubo se queda en el laboratorio y es tratado como 

muestra de referencia. Se analiza en el tiempo T1, T2, 
T3, T4, T5 y T6

Si con el modelo A no se encuentran diferencias no hará 
falta experimentar los modelos B y C. En este caso, se pasará 
directamente al modelo D y se ensayarán los tiempos T4, 
T5 y T6. Dado que la mayoría de laboratorios guardan las 
muestras a +4 ºC, en este caso solo se haría el estudio entre 
+4 y +8 ºC. 

4. CONDICIONES DE CONSERVACIÓN 
DE LAS MUESTRAS 

La temperatura de conservación de las muestras durante todo 
el análisis dependerá de la fase de estudio que se esté realizan-
do. Así, en la primera fase las muestras deberán estar a tem-

peratura ambiente, en la segunda fase a una temperatura entre 
+21 y +25 ºC y en la tercera fase a una temperatura entre + 4 y 
+8 ºC. Las muestras deberán permanecer tapadas. 

5. RECOGIDA DE DATOS

Se registra la variable tiempo:
– Hora de extracción 
– Hora de salida del transporte
– Hora de llegada al laboratorio
– Hora de centrifugación
– Hora de obtención del resultado
Se registra la variable temperatura:
– Temperatura del lugar de la extracción
– Temperatura de transporte
– Temperatura de conservación en el laboratorio
Se registra la edad, sexo, estado fisiológico y patológico de 

cada sujeto.

6. ANÁLISIS DE DATOS 

Se registran los resultados del análisis por duplicado de cada 
una de las magnitudes biológicas, en cada periodo de tiempo 
y para cada uno de los modelos estudiados. Siempre se tendrá 
en cuenta la metodología analítica utilizada. 

Se realizarán pruebas de Dixon para la exclusión de los 
pares cuyos resultados discrepen. En caso que discrepe algún 
par, se deberán hacer más casos hasta completar en número 
de 30.

Para cada magnitud biológica y variable estudiada se com-
pararán los resultados de cada una de las muestras (Mn) con su 
muestra de referencia (M1). Tomando al azar uno solo de los 
datos de cada par, se calculará la diferencia porcentual (DP) 
respecto a la muestra de referencia para los 30 pacientes, apli-
cando la fórmula siguiente:

DP = 100 (∑(M1-Mn)
2)1/2 / xM1

Se comparará este porcentaje con el límite de estabilidad 
definido en el documento «Definición del límite de estabili-
dad de las magnitudes en las muestras biológicas». 

Si el porcentaje calculado supera el límite de estabilidad 
propuesto se considerará que la variable estudiada (agitación, 
temperatura, tiempo) produce pérdida de estabilidad que 
podría alterar la significación clínica del resultado. 

7. CONCLUSIONES

Este documento propone una guía para evaluar la estabi-
lidad de las magnitudes en la muestra biológica humana. Se 
describe el protocolo a seguir para estimar el efecto de la agi-
tación durante el transporte, la temperatura de conservación y 
el tiempo transcurrido desde la obtención de la muestra hasta 
su procesamiento en el laboratorio.

Un segundo documento, preparado por la Comisión de la 
Calidad Analítica, propone un criterio para establecer cuál 
es la menor variación en la concentración (o actividad) de una 
magnitud que, no siendo debida a razones analíticas o bioló-
gicas, refleje una pérdida de estabilidad (decremento o incre-
mento) de la magnitud en la muestra biológica, a consecuencia 
de la cual se produzca un error superior al clínicamente per-
misible. Es decir, formula un criterio para definir el límite de 
variación que implique pérdida de la estabilidad de las magni-
tudes biológicas en las muestras del laboratorio clínico.
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