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Procedimientos de control de calidad son indispen-
sables para asegurar la confiabilidad de los resulta-
dos emitidos por los laboratorios responsables por
el tamizaje seroldgico en bancos de sangre. Dentro
de un sistema de gestién de la calidad las recomen-
daciones internacionales categoriza como de funda-
mental importancia de la adopcién por lo menos de
dos tipos de control: a) Control de calidad interno
(CCl) y b) Control de calidad externo (CCE). En el CCE
se considera que la participacién en programas de
evaluacién externa debe tener una frecuencia mi-
nima de evaluacién mensual por el laboratorio. Por
otro lado el CClI debe constituirse del uso diario de
sueros control de baja reactividad (SCI) que deben
ser introducidos sistematicamente en todas las co-
rridas, procesadas en el laboratorio para cada para-
metro. Los criterios de aceptacion y rechazo de las
corridas, por medio del analisis del comportamien-
to de los SCI, podra presentar algunas variaciones,
pero lo realmente importante es que esos criterios
sean definidos previamente y todavia mas impor-
tante que sean obedecidos; y eso corresponde a la
validacion de las corridas analiticas de cada prueba.
Esta ha sido, por ejemplo, la experiencia del PNCQ*,
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el cual desde 2010 ha desarrollado programas
de control de calidad externo en serologia para
bancos de sangre usando muestras de suero
liofilizadas y bien caracterizadas para la reac-
tividad referente a los pardmetros usados en
el tamizaje serolégico de donantes de sangre.
Esos programas han utilizado paneles ciegos de
seis muestras para evaluaciones mensuales. En
las ultimas 50 evaluaciones, con la participacion
de 68 bancos de sangre en Brasil, se observo un
numero importante de no conformidades en
todas las evaluaciones mensuales. Estos resul-
tados sirven de apoyo a la recomendacion de
que las evaluaciones sistematicas deben ser por
lo minimo mensuales.

(*): Programa Nacional de Controle de Qualidade

INTRODUCCION

El escenario actual del tamizaje seroldgico para
enfermedades infecciosas en bancos de sangre
incluye el uso de pruebas serolégicas cualita-
tivas para HIV, HTLV, HCV, HBV vy sifilis. En los
paises de América Latina, endémicos para la en-
fermedad de Chagas, también se realiza el tami-
zaje para anti-T.cruzi. Paralelamente al tamizaje
serolégico se recomienda el uso de pruebas
NAT (nucleic acid testing) para HIV, HBV y HCV
para disminuir el riesgo de transmisién durante
el periodo de ventana inmunoldégica.

El tamizaje seroldgico se realiza utilizando prue-
bas sensibles y especificas, con metodologias
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) y
CLIA (chemiluminescence immunoassay) en la
mayoria de los casos en plataformas automatiza-
das para atender al gran volumen de muestras y
al tiempo corto para la soltura de los resultados®.

Todas las pruebas serolégicas usadas en el tami-
zaje son cualitativas y deben ser acompanadas
por procedimientos de control de calidad ade-
cuados para ese tipo de pruebas y que aseguren
la calidad de los resultados finales.

Procedimientos de control de calidad son indis-
pensables para asegurar la calidad de los resulta-
dos emitidos por los laboratorios responsables
por el tamizaje seroldgico. Recomendaciones
internacionales y nacionales indican que den-
tro de un sistema de gestion de la calidad es de
fundamental importancia que se adopten por lo
menos dos tipos de control: a) Control de cali-
dad interno y b) Control de calidad externo*.

El control de calidad externo significa la par-
ticipacién en por lo menos un programa de
evaluacion externa de la calidad (PEEC) que
use paneles bien caracterizados que contengan
muestras para todos los parametros del tamiza-
je y que ademas permitan tener una evaluacién
como minimo mensual.

Desde el final de los afios 90, por iniciativa de
la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS)
los laboratorios de referencia de bancos de
sangre de la mayoria de los paises de América
Latina pasaron a participar en programas de
control de calidad en serologia y muchos de
ellos pasaron a funcionar como centros orga-
nizadores en el desarrollo interno de cada pais
de esos mismos programas®*!. Hasta los dias de
hoy se mantiene esa tradicién de participar de
los programas de evaluacién externa (PEED),
principalmente debido a las solicitudes conteni-
das en las normativas de los paises y por reco-
mendacion de entidades internacionales. No
todos los programas tienen las mismas carac-
teristicas y en general no atienden a la necesi-
dad de evaluaciones mensuales.

Ya con respecto a la adopciéon del control de
calidad interno, por el uso de sueros control de
baja reactividad, aunque las normativas nacio-
nales recomienden su uso, quedan poco visibles
los resultados obtenidos y parece existir poca
uniformidad en los procedimientos y reglas a
ser adoptados.

El objetivo de este trabajo (manuscrito) es pre-
sentar los procedimientos mds adecuados para
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el desarrollo de los programas de control de
calidad externo y para la implementacién del
control de calidad interno, siempre pensando
en pruebas seroldgicas cualitativas usadas en
el tamizaje de donantes de sangre.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

De acuerdo con el Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) la ronda analitica es
el intervalo de tiempo en que se llevan a cabo
una serie de mediciones de manera estable en
términos de precisién y exactitud pero hemos
de llevar en consideracién que pueden ocurrir
efectos adversos que deberan ser detectados
de forma adecuada®®. El Control de calidad in-
terno corresponde al uso diario de sueros con-
trol de baja reactividad que deben ser introdu-
cidos en todas las corridas (rondas), efectuadas
en el laboratorio para cada pardmetro.

Hemos de considerar que la validacién del pro-
grama de control interno es responsabilidad de
cada laboratorio, de forma que pueda atender
a las necesidades basicas dentro de sus carac-
teristicas de funcionamiento. Al mismo tiempo
es importante considerar la importancia de
la armonizacién de los criterios de uso y de

Cuadro 1

aceptacion en la practica diaria de los sueros
control interno de baja reactividad (SCI).

Ha de quedar bien claro que los SCI son dife-
rentes de los sueros control positivos o nega-
tivos que hacen parte de los kits diagndsticos.
Los SCI pueden ser preparados en los propios
laboratorios o, lo mas recomendable, que sean
adquiridos de proveedores especializados en la
produccion de esos productos.

Los SCI deben ser usados diariamente en la ru-
tina del laboratorio para monitorear el compor-
tamiento de cada prueba. Sirven para validar
las corridas analiticas. El numero, la frecuencia
y los niveles de los controles dependeran del
numero y de la magnitud de la ronda analitica.
En las pruebas ELISA, que usan micro placas, se
utiliza un SCI positivo y un negativo para cada
micro placa de la rutina. Para los equipos de
flujo continuo se recomienda el uso de un SCI
positivo por cada 100 o 200 muestras.

Inicialmente cada SCI debe ser ajustado para el
uso con cada prueba especifica. En la mayoria
de los laboratorios en América Latina se han
adoptado los criterios de reactividad mostrados
en el Cuadro 1*.

SCI Positivos

indice: valor de lectura / valor de corte
Rango recomendado
Para pruebas competitivas, indice

Rango recomendado

SCI Negativos

indice: valor de lectura / valor de corte
Rango recomendado

Para pruebas competitivas

>1.0
2.0-45

>1.0
0.3-0.7

>1.0
<0.8
>2.0
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Cuando los SCI son preparados internamente,
se han de hacer ajustes (diluciones) para alcan-
zar el indice de reactividad dentro del rango es-
tablecido. Cuando se compran de proveedores,
aunque la mayoria prepare esos sueros indi-
vidualmente para cada una de las marcas co-
merciales, no siempre encontraremos los va-
lores adecuados y frecuentemente tendremos
que hacer ajustes por dilucidn para alcanzar
los valores deseados. Claro que eso sera posi-
ble unicamente cuando los valores de reactivi-
dad estén hacia arriba de los limites del rango
deseado.

Después que se obtienen los valores de reactivi-
dad dentro del rango deseado, se recomienda
gue los SCI se almacenen a -202 C en alicuotas
de volumen pequeiio para uso diario. De esa
manera se evita que ocurra decaimiento de la
reactividad, como ocurre cuando alicuotas mas
grandes son almacenadas en refrigeracién por
periodos de varios dias. Para cada uno de los
SCI positivos escogidos para cada parametro y
para cada metodologia, se realiza una estan-
darizacién efectuando veinte ensayos replicados
para obtener la media, la desviacién estandary
el coeficiente de variacién. La transformacién
de estos datos en unidades de desviacidn es-
tandar (Z score) permite en primer lugar, excluir
valores extremos (outliers) en las 20 determina-
ciones aplicando el test de Grubbs®®y al mismo
tiempo facilita la construccidon del grafico de
Levey Jennings!* que sera usado para la inser-
cion de los valores diarios de los SCI.

El grafico de Levey Jennings sirve para repor-
tar los valores sucesivos de control y permite
un analisis diario del comportamiento de los
SCI dentro de los limites de decision: +1 DS, *
2 DSy + 3 DS. Por ese analisis se pueden evi-
denciar desvios de la normalidad representa-
dos por tendencias (errores sistematicos) o por
dispersion de los resultados (errores aleatorios)
y también por cambios repentinos que pueden

indicar cambio de lotes de reactivos o cambios
importantes en los equipos.

La mejor manera de analizar las variaciones
diarias de los SCI es utilizando algunas de las
reglas de Westgard®. Por lo menos tres reglas
consideradas de alerta (12DE, 22DE y 41DE) nos
permiten identificar tendencias que pueden
ser corregidas con antelacion. Otras dos reglas
consideradas mandatorias (1, . y 10x) nos indi-
can que la corrida presento alteraciones impor-
tantes que ponen en riesgo los resultados ob-
tenidos; de tal forma que no se deberdn aceptar
los resultados.

Ademas de los SCI positivos se deben utilizar SCI
negativos. Los criterios de aceptacion de reac-
tividad de esos controles estan en el Cuadro 1,y
los procedimientos para estandarizacién y apli-
cacion en el grafico de Levey Jennings son los
mismos que para los SCI positivos, con la Unica
diferencia que en este caso, para el analisis del
comportamiento diario, no se utilizan las reglas
de Westgard. Importa Unicamente verificar la
uniformidad de los resultados, siempre negati-
vos, alrededor de la media.

Como fue comentado anteriormente la vali-
dacién del programa de control interno es res-
ponsabilidad de cada laboratorio, de forma que
pueda atender a las necesidades basicas dentro
de sus caracteristicas de funcionamiento. Los
criterios de aceptacién y rechazo de las corri-
das, por medio del analisis del comportamiento
de los SCI, podra presentar algunas variaciones,
pero lo mds importante es que esos criterios
sean definidos y todavia mas importante que
sean obedecidos. Eso corresponde a la vali-
dacidn de las corridas analiticas de cada prueba.

En la practica diaria es bastante comun que
ocurran variaciones entre los distintos lotes de
una misma prueba del mismo fabricante. Si esas
variaciones son muy significativas podran afec-
tar directamente los resultados de las muestras
analizadas, por lo que, las normas de algunos
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paises recomiendan que en el cambio de lotes
de los kits de diagndstico, el laboratorio haga
una evaluacion para garantizar la continuidad
del desempefio del lote anterior®. Variaciones
menos significativas se observan casi siempre
en el cambio de lotes y ha de quedar bien claro
gue cuando ocurre este cambio, hace falta es-
tandarizar nuevamente el SCI positivo que es-
taba siendo utilizado.

El uso de paneles de suero para poder evaluar
los kits de diagndstico antes de la utilizacién en
la rutina, bien como en los cambios de lotes,
para verificar si se mantiene el desempeifio ini-
cial: Validacion de lotes de kits antes de usarlos
y validacion lote a lote?.

En el Cuadro 2 estdn las recomendaciones fina-
les para el uso del Control de calidad interno.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO
O PROGRAMAS DE EVALUACION
EXTERNA DE LA CALIDAD (PEEC)

Corresponde a una evaluacién externa del de-
sempefio de los laboratorios a modo de per-
mitir que el procedimiento sirva para verificar

Cuadro 2

la calidad de los resultados generados por un
laboratorio.

En general, los PEEC son desarrollados por ins-
tituciones consideradas de referencia o por
proveedores de productos especificos para la
calidad, que pasan a ser considerados como el
Centro Organizador (CO). La participacién en los
PEEC puede ser voluntaria u obligatoria. Cuando
la participacidn es voluntaria significa que existe
una responsabilidad profesional individual de
forma que los responsables por los laboratorios
participantes estan interesados en conocer vy
mejorar su desempeno. El inconveniente es que
solamente los laboratorios que estan preocupa-
dos por su desempefio son evaluados. Cuando
la participacién es obligatoria, los datos obteni-
dos en cada programa son mas reales porque
la evaluacion engloba a todos los laboratorios
de la red (estado, pais.). De cualquier manera el
hecho de que la participacion sea obligatoria no
garantiza el aprovechamiento de los resultados
o la mejoria de los servicios porgque no todos los
participantes van a aprovechar las informacio-
nes generadas en cada programa*4,

Los SCI positivos deberan ser ajustados para cada prueba, dentro de los criterios

establecidos de reactividad (Cuadro 1)

Es fundamental que los SCI se apliquen en todas las corridas analiticas y que se haga el
analisis de los resultados insertados en el grafico de Levei Jennings, diariamente

Es necesario establecer criterios minimos de aceptacidn y que se usen para validar las

corridas diarias

En el cambio de lotes de los kits diagndsticos utilizados es necesario que se repita la

estandarizacion de los SCI positivos

Siempre que sea posible también se recomienda que los nuevos lotes de kits
diagndsticos sean evaluados utilizando paneles de sueros con muestras reactivas y no
reactivas, bien caracterizadas. (evaluacion lote a lote)
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Las herramientas de trabajo de los PEEC son
paneles ciegos de muestras de suero que el
centro organizador envia a todos los labora-
torios participantes (LP). Esas muestras deben
estar muy bien caracterizadas por distintas
pruebas comerciales para cada parametro y
las muestras reactivas deben ser confirmadas
por pruebas suplementarias. Es imposible que
las muestras sean caracterizadas para todas las
pruebas que existen en el mercado para el en-
sayo de cada pardmetro, pero se recomienda
gue se usen aquellas de uso mas frecuente en
la regidon, contemplando las metodologias mas
usadas actualmente que son ELISA y CLIA.

Tratandose del PEEC para evaluar el desempefio
del tamizaje de bancos de sangre, es mejor que
los paneles ciegos usados contengan muestras
con reactividad variable para todos los para-
metros del tamizaje y asi tendriamos una repro-
duccidn exacta de las condiciones de rutina del
tamizaje. También existe la posibilidad de usar
paneles de sueros ciegos para Unicamente un
parametro, como ocurre muy frecuentemente
con respecto al tamizaje para anti-T.cruzi en
paises no endémicos para la enfermedad de
Chagas.

La mejor manera de obtener las muestras de
los paneles es a través de bolsas de plasma
qgue fueron descartadas por haber presentado
reactividad para alguno de los pardmetros del
tamizaje seroldgico. Esas unidades de plasma se
transforman en suero por medio de un proceso
de recalcificacidn y posterior dialisis o filtracién.
Cada unidad de suero debera ser caracterizadoa
antes de la preparacioén de los paneles.

En ciertas situaciones serd necesario hacer di-
luciones para obtener la cantidad de muestra
necesaria para el desarrollo de los programas,
pues en verdad todos los LP deben recibir las
mismas muestras para que el andlisis y la com-
paracién entre los resultados finales sean ad-
ecuados. Para cada pardmetro existe un limite

de dilucion para que las muestras mantengan
sus caracteristicas de reactividad para todas las
pruebas de tamizaje y para las pruebas suple-
mentarias usadas para confirmar la positividad.

El CO de un PEEC es responsable por la logisti-
ca de preparar y enviar los paneles a todos los
LP, que deberan procesar las muestras como si
fuesen de la rutina normal. La idea es evaluar
el desempeiio de los LP dentro de un clima de
cooperacién y manteniéndo la mas estricta con-
fidencialidad sobre los resultados individuales.

Como las pruebas seroldgicas usadas en el
tamizaje son cualitativas, posibles fallas en los
procedimientos internos de los laboratorios
podran dar origen a dos tipos de no conformi-
dades: a) Resultados Falsos Reactivos (RFR) o b)
Resultados Falsos no Reactivos (RFNR).

El CO debe evaluar el desempefio de los LP y
preparar dos tipos de documentos: a) una eva-
luacion individual para cada LP (confidencial) y
b) un informe final donde consten informacio-
nes estratégicas como la caracterizacion de las
muestras del panel, porcentaje de RFR y RFNR
generados en el programa, con cada una de las
pruebas o metodologias adoptadas por los LP
y el nimero total de LP. Estos datos no deben
ser confidenciales y podran estar abiertos para
todos los LP y también para los responsables
de la distribucién de kits de diagndstico y para
las autoridades competentes del drea de salud
interesadas en el tema. El aprovechamiento es
mucho mejor cuando se analizan y se discu-
ten internamente los resultados de las evalu-
aciones y de los informes finales. Todas las
NO-conformidades observadas (RFR y/o RFNR)
deben ser documentadas y discutidas para po-
der encontrar las posibles causas que pudieron
originarlas. En el Cuadro 3, se pueden observar
los principales errores observados en el desa-
rrollo de los PEEC.

Las recomendaciones finales para el mejor
aprovechamiento de la implementacién del
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Cuadro 3 Problemas detectados mas frecuentemente en el desarrollo de PEEC
con los laboratorios de tamizaje serolégico de bancos de sangre

Problema

Contaminacion de las muestras

Errores en la transcripcidn de los resultados

Fallas de sensibilidad o especificidad de los kits

usados

Procedimientos inadecuados de control de calidad

interno

Conservacion inadecuada de las muestras

Fase
Pre-analitica/ Analitica

Analitica/ Post-analitica

Pre-analitica/ Analitica

Analitica

Analitica/ Pre-analitica

control de calidad interno y de la participacion
en los programas de evaluacion externa se pre-
sentan en el Cuadro 4.

En el escenario actual del control de calidad
de los laboratorios se considera indispensable
que las evaluaciones de los PEEC tengan una
frecuencia, como minimo mensual. Estudios
recientes muestran que PEEC realizados en
laboratorios de serologia para el tamizaje de
enfermedades infecciosas en bancos de sangre
reportan no-conformidades (RFR y/o RFNR) en

practicamente todos los meses en que hubo
evaluacion.

El “Programa Nacional de Controle de Qualidade”
(PNCQ) es el mayor proveedor de ensayos de
aptitud y de sueros control interno en el Brasil.
Desde 2010, el PNCQ desarrolla programas de
control de calidad externo en serologia para
bancos de sangre usando muestras de suero
liofilizadas y muy bien caracterizadas para la re-
actividad referente a los parametros usados en
el tamizaje serolégico de donantes de sangre.

Cuadro4 Consideraciones sobre los procedimientos de control de calidad
a ser adoptados en los laboratorios de Tamizaje serolégico

de donantes de sangre

Participacion en por lo menos un PEEC con evaluaciones mensuales

Uso diario de SCI (+) y (-) para monitorear y validar las corridas analiticas

Educacion y capacitacion continua del personal técnico del laboratorio

Uso de kits diagnésticos de calidad comprobada (evaluacion antes del uso)

Aseguramiento de la calidad interna de los equipamientos, procedimientos, reactivos
diagndsticos y registros completos de todas las actividades

Visitas periddicas de inspeccién que hagan cumplir las normas oficiales
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Figura 1 Numero total de No-conformidades en la evaluacion mensual de 50 PEED
(en azul) y el promedio de No-conformidades por programa (en rojo)
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Esos programas utilizan paneles ciegos de seis
muestras para evaluaciones mensuales.

Enlos ultimos 50 programas, con la participacion
de 68 bancos de sangre en Brasil, se observo un
numero importante de no conformidades (RFR
y/o RFNR) en todas las evaluaciones mensua-
les (Figura 1), lo que refuerza la importancia
del concepto de que las evaluaciones deben
ser por lo minimo mensuales. (Observaciones
personales).
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