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Resumen

La aplicacién de la calidad y su alcance se han diversifica-
do. Bajo esta perspectiva, el aseguramiento de la calidad
aplicado a las pruebas analiticas (que se hacen en laborato-
rios clinicos o bancos de sangre) para detectar marcadores
infecciosos es uno de los conceptos que ha tomado fuerza
en los ultimos 10 afios. Las normas oficiales mexicanas exi-
gen asegurar la calidad de los resultados emitidos y para su
cumplimiento se recomienda el uso de guias y lineamientos
internacionales que describan las buenas practicas que se
pueden aplicar al llevar a cabo esta actividad, sin perder de
vista que todo lo relacionado con el aseguramiento de la
calidad debe estar sustentado mediante la implementacion
de un sistema de gestion de la calidad. Es asi que mediante
el uso de materiales seleccionados de manera correcta y
acorde a los requerimientos normativos oficiales, un buen
andlisis estadistico y las herramientas adecuadas, el ase-
guramiento de la calidad de la fase analitica del proceso del
laboratorio en el tamizaje de marcadores infecciosos puede
aportar grandes beneficios a la emisién de resultados clini-
camente utiles, mediante el seguimiento de indicadores y
la aplicacion de las acciones correctivas necesarias, con la
finalidad de reducir el riesgo de resultados que desfavorez-
can a pacientes y donadores.

Abstract

The application of quality and its scope have diversified.
From this perspective, quality assurance applied to analyti-
cal tests (performed in clinical laboratories or blood banks)
for the detection of infectious markers is one of the concepts
that has gained strength in the last 10 years. The official
Mexican standards require ensuring the quality of the pu-
blished results and for their compliance it is recommended
the use of international guides and guidelines that describe
good practices that can be applied when carrying out this
activity, without losing sight of the fact that everything rela-
ted to quality assurance must be supported by the imple-
mentation of a quality management system. Thus, by using
materials selected correctly and in accordance with official
regulatory requirements, a good statistical analysis and the
appropriate tools, the quality assurance of the analytical
phase of the laboratory process in the screening of infec-
tious markers can bring great benefits to the emission of cli-
nically useful results, by monitoring indicators and applying
the necessary corrective actions, in order to reduce the risk
of unfavorable results for patients and donors.
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Introduccion

La calidad es un término que se ha acufiado para diver-
sas aplicaciones y la aplicacién clinica no es la excepcion.
Cuando de aseguramiento de la calidad dentro del labora-
torio clinico o banco de sangre se trata, uno de los princi-
pales usos es asegurar la utilidad clinica de los resultados
que se emiten por medio de técnicas semiautomatizadas o
automatizadas en la determinacién de marcadores infeccio-
sos, mediante el hallazgo de la presencia de anticuerpos o
antigenos dirigidos a estos marcadores en el suero o en el
plasma humano.

En Meéxico, la norma oficial mexicana NOM-253-
SSA1-2012 Para la disposiciéon de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos' sefiala en el numeral
9.4.2 los marcadores infecciosos que obligatoriamente deben
determinarse para cada donador, los cuales son: anticuerpos
contra el virus C de la hepatitis, virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1y 2, Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi
y el antigeno de superficie del virus B de la hepatitis.

En otros de los numerales de la NOM-253-SSA1-2012"
se mencionan las actividades que deben realizar los bancos
de sangre como parte del aseguramiento de la calidad;? por
ejemplo, el numeral 4.4, referente a la verificacion de ins-
trumentos; el 15.1.2, que describe los requerimientos en la
participacion en comparaciones entre laboratorios mediante
un programa de ensayos de aptitud, y el numeral 15.9.2,
que se refiere a la aplicaciéon del control estadistico interno
de la calidad.

En el contexto de la naturaleza de las mediciones, no
hay que perder de vista que todas ellas estan expuestas
a la aparicion de errores y tener la posibilidad de detectar
estos errores a tiempo permitira asegurar la calidad de los
resultados emitidos. Actividades como la calificacion de los
equipos, la verificacion de métodos, la aplicacion del con-
trol estadistico interno de la calidad, el uso de herramien-
tas inteligentes que permitan hacer un andlisis estadistico
correcto y la oportunidad de compararse con otros labora-
torios a modo de reconocer las oportunidades de mejora,
son pieza clave en el alcance del objetivo, siempre que se
lleven a cabo bajo recomendaciones con fundamento inter-
nacional y en conocimiento de la naturaleza de los ensayos.

La mayoria de los métodos que actualmente se encuen-
tran disponibles para el tamizaje serolégico permiten la
obtencién de variables continuas, un nimero que corres-
ponde a una sefial detectada contra un punto de corte
que determina si el mensurando se encuentra presente o
ausente en la muestra, lo cual permite la aplicacion de esta-
distica que conlleva a la obtencion de indicadores de des-
empefio para el conocimiento y seguimiento de este.
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Para lograr que los resultados cumplan con la utildad
clinica necesaria, se llevé a cabo una recopilaciéon de reco-
mendaciones nacionales e internacionales para la aplica-
cion del aseguramiento de la calidad de la fase analitica
del proceso de pruebas de tamizaje de marcadores sero-
légicos.

Las diversas actividades que se deben llevar a cabo para
alcanzar el objetivo se describen a continuacion.

La calificacion de equipos se divide en cuatro etapas
(figura 1), las cuales se encuentran descritas en la Guia
sobre la calificacién de equipo de instrumentos analiticos,?
emitida por la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA) en
conjunto con el Centro Nacional de Metrologia (CENAM) en
el 2004. Cada una de las etapas involucra diferentes aspec-
tos que se deben considerar de los equipos.

La calificacion de equipos se lleva a cabo siguiendo una
linea de tiempo, como se muestra en la figura 2. En cada
una de las etapas es indispensable ubicar los procesos y
responsables. Debe haber involucramiento del personal de
la casa comercial del instrumento, del proveedor de dicho
instrumento del departamento de ingenieria de ambas par-
tes, de los analistas que utilizaran el instrumento, del jefe
del laboratorio, del responsable de calidad y de quienes
vayan a tener participacion en cada una de las etapas de
calificacion. Cabe mencionar que la ultima etapa de la califi-
cacién de equipos involucra el conocimiento del desempefio
del equipo, por lo que una verificacion de métodos es la
mejor opcion para evaluar este desempefio.*

Para evidenciar las actividades, resultados y conclusio-
nes de la calificacion, se deben considerar formatos que se
convertiran en registros que conjunten toda la informacion

Figura 1 Etapas y actividades de la calificaciéon de equipos
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Figura 2 Etapas y actividades de la calificacion de equipos
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resultante en cada una de las etapas (figura 3), para finali- » Conocer los parametros criticos que hay que verificar.
zar con un informe completo que contenga toda la informa-
cién obtenida.® - Seleccionar el protocolo correcto para esta actividad.®

Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia,® la

Verificacion de métodos validacion es la aportacion de evidencia objetiva de que un
método cumple con las especificaciones previstas para las

Para verificar métodos de deteccidon de marcadores sero- cuales ha sido disefiado; por su parte, la verificacién es la
légicos, los primeros pasos que se deben llevar a cabo son: evaluacion del desempefo del método para demostrar que
cumple con los requisitos de uso previstos, los cuales fue-

» Reconocer la diferencia entre validacion y verificacion. ron especificados como resultado de su validacion®’ bajo

las condiciones del laboratorio.
» Conocer la metodologia del instrumento.
La verificaciéon de métodos es la actividad principal que
» Asegurar que emite como resultados variables continuas permite dar cumplimiento a la Ultima etapa de la calificacion
0 numéricas. de equipos: la calificacién de desempefo. Para su realiza-

Figura 3 Ejemplo de formato de calificacion de disefio de equipos
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cion, se requiere conocer los parametros que deben verifi-
carse, los cuales estan definidos en el listado “Validacién y
verificacion de métodos de ensayo cuantitativos y cualitati-
vos”, contenido en la guia general de acreditacion emitida
por la National Association of Testing Authorities,® donde la
precision, la veracidad (cuando sea posible), la sensibilidad
y la especificidad diagndsticas, son los parametros referidos
en dicho listado para estos métodos.®

Para verificar cada uno de estos parametros se pue-
den consultar lineamientos internacionales, por ejemplo,
mediante el uso de guias y protocolos del Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI),? institucion relacionada
con la International Organization of Standardization (ISO).
Los evaluation protocols (EP) del CLSI describen los mate-
riales que se deben utilizar, cdmo procesarlos, el andlisis
estadistico necesario y la manera de concluir si el método
ha sido verificado o rechazado.’® El protocolo EP15-A3
User Verification of Performance for Precision and Trueness
Approved Guideline-Third Edition'" describe cémo llevar a
cabo la verificacion de la precisién en condiciones de repe-
tibilidad e intermedias® mediante la aplicacion de un analisis
de varianzas. En cuanto a la veracidad del método, se rea-
liza mediante la determinacion del sesgo del procedimiento,
el cual se evalua desde dos perspectivas: la estadistica y
la clinica.

En cuanto a materiales, la guia sugiere la utilizacion de
al menos dos niveles positivos de control, donde un control
débil positivo y un control positivo pueden ser el material de
eleccion.

En cuanto a la manera de llevar a cabo la verificacion de
precision, el protocolo EP15A3"" establece que se realicen
cinco réplicas durante cinco dias consecutivos (figura 4) de

cada uno de los marcadores con los dos niveles de control
(débil positivo y positivo),'2 asi como tener en cuenta las
siguientes consideraciones:

Mantener estables las condiciones del sistema analitico
durante el protocolo.

El personal del laboratorio es quien debe realizar el pro-
tocolo.

Conocer el protocolo de verificacion y seguir sus linea-
mientos.

La interpretacion se realiza de la siguiente manera:

Verificacion aprobada: el CVr (coeficiente de variacion
en condiciones de repetibilidad) y el CVwl (coeficiente de
variacion en condiciones intermedias) obtenidos de las
25 réplicas realizadas por el laboratorio deben ser meno-
res que el CVr y CVwl que obtuvo el fabricante como
parte de su validacion.

Verificacion aprobada: si el CVr y CVwl del laboratorio
son mayores que el CVr y CVwil reportados por el fabri-
cante, debe utilizarse el UVL (limite superior de verifica-
cion); en esta ocasion, el CVry CVwl deben ser menores
que el UVL.

El UVL no es mas que el CV (r y wl) del fabricante
ampliado con base en la diferencia del tamafio muestral
existente entre la validacion y la verificacion, todo susten-
tado estadisticamente.

Una vez que la verificacion de precision ha sido apro-
bada desde un punto de vista estadistico, se debe evaluar el

Figura 4 Diagrama de réplicas para el desarrollo del protocolo EP15A3 para cada uno de los marcadores
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punto de vista clinico. Para ello, el porcentaje del CV (CVwl)
en condiciones intermedias del laboratorio no debe rebasar
el 25% del error maximo permitido o requisito de la calidad
(ETa%)'3 que el banco de sangre haya seleccionado.

El ETa% (error total aceptable porcentual) es la espe-
cificaciéon de desempefio que determina el limite de error
tolerable para el método. Para otros métodos, este ETa%
se puede consultar de fuentes ya establecidas como varia-
bilidad bioldgica, CLIA, Rilibak, entre otras; sin embargo, la
practica mas utilizada para serologia infecciosa es la obten-
cién del mismo mediante el analisis estadistico de los resul-
tados del laboratorio. A esta practica se le conoce como
estado del arte.

La veracidad es la “proximidad entre la media de un
numero infinito de valores medidos repetidos y un valor de
referencia”.® Esta puede verificarse siempre y cuando se
cuente con un valor asignado de los materiales utilizados.

La verificacion de la veracidad debe llevarse a cabo en
dos perspectivas: desde un punto de vista estadistico, en el
que la media de los 25 resultados obtenidos se encuentra
dentro del rango aceptable y, desde el punto de vista cli-
nico, en el que el estadistico sesgo% no debe rebasar el
50% del requisito de la calidad seleccionado.'?

Si la verificacién de precision no es aprobatoria, no puede
continuarse con la verificacion de sensibilidad y especifici-
dad diagndsticas. Referente a la verificacion de sensibili-

dad y especificidad diagndsticas, la cual permite evaluar la
capacidad del reactivo para detectar muestras verdaderas
positivas y verdaderas negativas, el protocolo de la CLSI
que puede ser utilizado es el EP12-A2 User Protocol for
Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Gui-
deline-Second Edition,"* para el cual se requiere el uso de
muestras altamente caracterizadas, preferentemente con
criterio de exactitud diagndstica.

En cuanto a la posibilidad de contar con muestras alta-
mente caracterizadas que sean verdaderas positivas y ver-
daderas negativas, con criterio de exactitud diagnéstica,
estas pueden obtenerse de un panel de desempefio ya
caracterizado que contenga muestras positivas débiles, posi-
tivas y negativas. Estas muestras deben ser procesadas en
el método que se va a evaluar, bajo las condiciones rutinarias
del laboratorio y con una sola determinacién cada una. Una
vez que se obtienen los resultados, se procede a interpre-
tarlos por medio de una tabla de contingencia (figura 5) y se
aplican las formulas que presenta el protocolo. ™

El resultado obtenido de sensibilidad y especificidad
diagndsticas debe ser superior al limite inferior del inter-
valo de confianza presentado en el inserto o manual del
fabricante para que el protocolo sea aprobado.' También
puede compararse el resultado de estos dos parametros
con las especificaciones establecidas en el apartado 9 de la
NOM-253-SSA1-2012."

En caso de que cualquiera de las verificaciones no se
aprueben, sobre todo en el analisis contra las especificacio-
nes de desempefio,’® el instrumento no debe ser utilizado,
ya que existe un riesgo muy grande de emision de resulta-
dos erroneos. Para tal caso, se debe hacer una investiga-
cion de la(s) causa(s) raiz que ocasiona(n) un rechazo en
la verificacion y aplicar las acciones correctivas pertinentes
para poder repetir el procedimiento de verificacion.

Figura 5 Tabla de contingencia para la interpretacion de los datos de verificacion mediante el EP12-A2

Referencia
Positivos Megativos
= VP FP Sensibilidad
Positivos VPIVP+FN)*100
FN VN Especificidad
Megativos VNI(VN+FP)*100
~ ~-
Sensibilidad Especificidad
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Para asegurar que el buen desempefio que se conoce por
medio de la verificacién se mantiene a lo largo del tiempo,
se requiere la realizacion del control estadistico interno de
la calidad. La cuarta edicion de la guia C24-A4 Statistical
Quality Control for Quantitative Measurement Procedures:
Principles and Definitions'® describe las buenas practicas
en la seleccion de materiales'? y la construccion de graficos
de control; sin embargo, para la determinacion de la des-
viacion estandar, la guia sugiere un minimo de 20 datos,
mientras que algunas fuentes bibliograficas de estadistica
sugieren un minimo de 30 a 31 datos de los controles posi-
tivos en uso, obtenidos en diferentes dias. A estos datos
se les aplica un método de descarte de valores aberrantes,
donde el método Grubbs es uno de los mas utilizados. Una
vez realizada esta accion, se procede a realizar el grafico
de los resultados obtenidos de los materiales de control e
intepretarlos mediante el uso de las reglas de zona, donde
el conjunto de reglas aplicable es el de 2 y 4 niveles de con-
trol,'® derivado de la utilizacién de dos niveles de control:
controles positivos de primera opinion y de tercera opinion
como deébil positivo (por ejemplo); estos ultimos aseguran
la trazabilidad, conmutabilidad y estabilidad del material.'2

La construccion de la carta control de manera correcta,
con la media y desviacion estandar de al menos 31 resul-
tados del material de control positivo obtenidos por el labo-
ratorio, evitara que conforme se van obteniendo resultados,
se calcule nuevamente la desviacién estéandar y se corra
el riesgo de una incorrecta visibilidad de los errores detec-
tados."® El analisis de los graficos debe hacerse a diario.
Cada que un resultado quebrante una regla de control, se
debe parar la corrida, hacer un andlisis causa-raiz, aplicar
la accién correctiva y asegurar que la misma haya surtido el
efecto esperado.®

El principal estadistico de seguimiento de la precision es
el coeficiente de variacion porcentual (CV%), el cual debe
compararse contra el presupuesto de calidad de errores de
tipo aleatorio correspondiente al ETa%, mismo que no debe
rebasar el 25% para catalogarse como adecuado.

Una comparacion interlaboratorios por definicion es la
organizacion, realizacion y evaluacion de ensayos reali-
zados sobre el mismo material de dos o mas laboratorios
de acuerdo con criterios previamente establecidos,!” de
los cuales los mas utilizados en el laboratorio de serologia
infecciosa del banco de sangre son las comparaciones inter-
laboratorios con el uso de los materiales de control de ter-
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cera opinidn (débil positivo),’? en las que los resultados del
laboratorio se deben comparar en tiempo real con los emi-
tidos por otros laboratorios que procesan los mismos mate-
riales de control, en el mismo instrumento, mismo método,
procedimiento de medida, calibrador y reactivo, lo cual per-
mite el analisis y seguimiento del desempefio mediante los
estadisticos disponibles: media del laboratorio, media del
grupo, indice de coeficiente de variacion, indice de desvia-
cion estandar, sesgo y otros indicadores de exactitud, como
error total, seis sigma e incertidumbre de medida.

La NOM-253-SSA1-2012" solicita mandatoriamente la
participacion de los bancos de sangre en un Programa de
Ensayos de Aptitud'® para el area de serologia infecciosa,
el cual proporciona el estadistico Z score, indicador de des-
empefio de calidad total que permite conocer en unidades
de desviacion estandar qué tan alejado se encuentra el
resultado emitido por el laboratorio, en comparacion con la
media por consenso del grupo.

Este parametro se calcula con la siguiente formula:

Z score = (resultado del laboratorio — media del grupo
par) / desviacién estandar del grupo

La interpretacion del Z score se muestra a continuacion:
» Zscore < 1: el desempeiio es aceptable.
« Z score entre 2 y 3: el desempefio es cuestionable.

» Z score > 3: el desempefio es inaceptable.

Una vez que se ha logrado llevar a cabo las actividades
descritas anteriormente, se puede establecer la medicion
del desempefio sigma,'® el cual se calcula de la siguiente
manera:

SIGMA = (TEa% — sesgo%) / CV%°

Cabe aclarar que son necesarios el requisito de la cali-
dad (TEa%), que es el error maximo que se le puede per-
mitir al procedimiento de medida,'® el sesgo porcentual
(sesgo%), que determina la diferencia existente entre la
media de un conjunto de datos del laboratorio y el valor mas
cercano al real (que puede ser determinado por medio de
comparaciones interlaboraorio) y el coeficiente de variacion
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porcentual (CV%) acumulado del control estadistico interno
de la calidad. La planificacion permite establecer cuantos
niveles de control son necesarios, cuantas corridas anali-
ticas se deben considerar y las reglas de zona que seran
Utiles para detectar las variaciones de ese sistema. Esto
es posible con la utilizacién de las OPSpecs charts. Para
comprender mejor cémo se debe realizar esta actividad se
puede consultar el libro de Practicas basicas de control de
la calidad de James O. Westgard.®

La obtencion de resultados clinicamente utiles es posi-
ble mediante la realizacién de las actividades mencionadas
hasta ahora y de un analisis del error total detectado.2’

Cortés-Rivera G. Calidad analitica para la serologia infecciosa

El aseguramiento de la calidad conlleva diferentes activi-
dades, para las cuales muchas veces los usuarios no cuen-
tan con el soporte para lograr llevarlas a cabo de manera
correcta. Este documento persigue la posibilidad de servir
como guia en dicha implementacioén y asi conocer las direc-
trices nacionales e internacionales disponibles que susten-
tan el cumplimiento de las obligaciones normativas para la
emision de resultados clinicamente utiles.

Declaracion de conflicto de interés: la autora ha completado y
enviado la forma traducida al espafiol de la declaracién de conflic-
tos potenciales de interés del Comité Internacional de Editores de
Revistas Médicas, y no fue reportado alguno relacionado con este
articulo.
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