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IN’I’RODUCCION

Los laboratorios que producen
sus propios reactivos antigénicos para
efectuar diagndsticos seroldgicos necesi-
tan un método practico y seguro de con-
trol de calidad para evaluar los lotes suce-
sivos de reactivos normalizados, con el
fin de garantizar que podrin reprodu-
cirse los resultados de las pruebas.

Si bien se dispone de un gran
niimero de modelos estadisticos para el
analisis del control de calidad de agentes
terapéuticos o de equipo y procedimien-
tos del laboratorio clinico (7, 2), se han
descrito muy pocos que sirvan para la
evaluacién de reactivos serolégicos. Pro-
bablemente esto obedezca a que tales
feactivos constituyen una categotia espe-
cial de productos biolégicos que miden
las intrincadas actividades de los anti-

! Se publica en inglés en el Bulletin of the Pan American
Health Organization Vol. 20, No. 2, 1986.

2 Universidad de Sdo Paulo, Facultad de Ciencias Farma-
céuticas, Departamento de Anilisis Clinico y Toxicols-
gico, Seccibn de Inmunologia Clinica. Direccién
postal: Ave. Prof. Lineu Prestes 580, Conjunto das
Quimicas-Bloco 17, 05508 Cidade Universitiria, Sdo
Paulo, Brasil.

y Tamio Shimizw’

cuerpos en el suero de pacientes infecta-
dos. El indice de produccién mensura-
ble, conocido como titulo, es el resultado
de complejas interacciones entre miilti-
ples epitopos del reactivo antigénico y
una poblacién de anticuerpos policlona-
les cuyas concentraciones varfan segtin el
paciente y la etapa de la enfermedad. En
consecuencia, la evaluacién de estos reac-
tivos para garantizar que producen resul-
tados uniformes y reproducibles exige un
cuidado considerable.

Cuando comenzamos a pre-
parar reactivos de hemaglutinacién para
el diagndstico de infecciones por Try-
Danosoma cruzi en nuestro laboratorio,
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a veces encontramos reactivos andmalos
que daban resultados reproducibles con
varios suetos normales pero que, en la la-
bor ordinaria de diagndstico serologico
de la enfermedad de Chagas, eran menos
sensibles o especificos que lo indicado
por las evaluaciones preliminares. Se
comprendié mejor €l problema cuando
se aplico el anilisis secuencial para verifi-
car los indices de copositividad y conega-
tividad de estos reactivos mediante prue-
bas cualitativas (3). El nimero mucho
mayor de muestras de suero incluidas en-
tonces en el estudio de cada nuevo lote
permiti6 obsetvar que los sueros con titu-
los bajos eran los mejores indicadores
para las evaluaciones.

En la mayoria de los laborato-
rios que producen reactivos seroldgicos
en lotes pequeiios, el control de calidad
se efectlia por lo general en forma empi-
rica, basindose precariamente en resulta-
dos obtenidos con algunos sueros norma-
lizados o, incluso, con una sola mezcla de
sueros. Esto obedece a que el anilisis se-
cuencial, st bien es seguro, requiere una
cantidad relativamente grande de reac-
tivo y un gasto considerable; por consi-
guiente, resulta inapropiado para el con-
trol de calidad de lotes de reactivo
cuando este se produce en pequefias can-
tidades.

Tratando de encontrar un pro-
cedimiento mejor que constituyera una
opcidn prictica para la evaluacién de
reactivos de hemaglutinacién, decidimos
estudiar el “diagrama de verificacién” o
método grifico originalmente creado por
Shewart y mencionado por otros autores
(4). Si bien el método se emplea en la in-
dustria y en laboratorios clinicos, aparen-
temente no se habia aplicado antes para
evaluar lotes de reactivos serologicos. Los
resultados de la investigacién, que fueron
satisfactorios, se exponen aqui en detalle
y permitiran utilizar el método estudiado.

MATERIAL

La prueba de hemaglutinacion

Y METODOS

Se prepararon los reactivos y
se efectuaron las pruebas de hemagluti-
nacién en la forma descrita en otro in-
forme (3); los reactivos se liofilizaron y se
almacenaron a 4 °C.

Las muestras de suero

Se evaluaron los lotes de reac-
tivo con conjuntos de muestras de suero
provenientes del banco de suero de nues-
tro laboratorio. Las muestras incluian
sueros de pacientes con enfermedad de
Chagas, de pacientes con otras enferme-
dades y de sujetos aparentemente sanos.
Como era dificil obtener suero que pro-
dujera titulos inferiores pero cercanos al
titulo mis bajo considerado positivo (40
u 80), se preparé un conjunto especial
usando 23 muestras de suero obtenidas
en la labor ordinaria de diagnéstico
serolégico de la enfermedad de Chagas,
con titulos de =160. Luego se estudi6 la
eficacia de estos sueros para detectar reac-
tivos defectuosos. Todos los sueros de
prueba se conservaron en un volumen
igual de glicerina de grado analitico (E.
Merck, Darmstadt, Alemania) y se alma-
cenaron a ~ 20 °C. Los titulos obtenidos
con los sueros se registraron como logarit-
mos de las diluciones de punto final,
seglin se ha recomendado (5).

El método del diagrama
de verificacion

Es un método sencillo de con-
trol de calidad, en el cual se emplea un
conjunto de muestras de suero preselec-
cionadas para evaluar lotes de reactivos
de acuerdo con las diferencias entre los
titulos obtenidos con un lote de prueba y
los que produce un reactivo de referen-



cia. La desviacién estindar promedio (5)
de esas diferencias se anota en una gri-
fica, donde un limite de verificacién es-
tablecido previamente indica si la desvia-
cibn en cuestién es aceptable o no. En
nuestra investigacién, el limite de verifi-
cacién se estableci6 sobre la base de las
desviaciones estindar encontradas con
lotes de reactivos considerados aceptables
después de un estudio estadistico basado
en el analisis secuencial descrito en otra
parte (3). No obstante, hubiera sido po-
sible establecer inicialmente limites de
verificacién con lotes considerados satis-
factorios sobre una base empirica.

En la prictica, el anilisis de
verificacién de un nuevo lote de reactivos
se efectué mediante titulaciones séricas
con conjuntos que inclufan 10 muestras
de suero reactivo y 10 de suero no reac-
tivo. Para que el reactivo probado fuera
considerado aceptable, los titulos obteni-
dos con los sueros reactivos debian pre-
sentar una desviacin estindar que estu-
viera dentro del limite de verificacion
establecido, y todos los sueros no reac-
tivos debfan dar resultados negativos.

Otros métodos estadisticos usados

Se usd el anilisis secuencial
(3) para someter a prueba lotes de reac-
tivos numerados del 12 al 18, del 25 al 36
y del 76 al 79. Con este método, pre-
viamente establecido en nuestro labora-
torio, se determind la aceptabilidad de
un teactivo segiin la cantidad de resulta-
dos positivos falsos o negativos falsos ob-
tenidos en ensayos cualitativos con con-
juntos de mis de 150 muestras de suero,
de las cuales alrededor de la mitad eran
positivas en relacion con la enfermedad
de Chagas y el resto eran negativas. Este
método implica poner a prueba indivi-
dualmente cada nuevo lote de reactivo.

También se usd otro método,
basado en la determinacién del coefi-
ciente de correlacién intraclase (CCI) (6) v

que proporciona un indice de coinciden-
cia a partir del anilisis de la varianza,
para confirmar la uniformidad relativa
de siete lotes de reactivo (los numerados
del 12 al 18) seleccionados con el propd-
sito de establecer un limite de verifica-
cién. Asimismo, se empled para confir-
mar la uniformidad de los reactivos 50,
51 y 53, posteriormente seleccionados
para una nueva evaluacién del limite de
verificacién. Los valores del CCI obteni-
dos fueron el resultado de someter a
prueba los reactivos en cuestidén con un
conjunto de 20 sueros positivos y 20
sueros negativos con respecto a infeccién
por I cruzi. En el caso de los lotes de
reactivo numerados del 12 al 18, se efec-
tuaron las pruebas dos veces en dias di-
ferentes y en el de los lotes 50, 51 y 53,
tres veces, también en distintos dias. Se
consideraron aceptables los coeficientes

>0,7.
RESULTADOS

Con el método del diagrama
de verificacién se probd un total de 26
lotes de reactivos de hemaglutinacién
para diagnosticar la enfermedad de Cha-
gas. Se incluyeron lotes que habian sido
rechazados o aceptados desde 1975, so-
bre la base del anilisis secuencial (3).7

Para determinar el titulo de
referencia (Tr) de cada muestra de suero
del conjunto, diluciones progresivamente
duplicadas de cada suero se probaron por

7 Los 26 lotes se numeraron de la siguiente manera: 12 a

18 (seleccionados para establecet el limite inicial del
diagrama de verificacién); 25 a 36; 50, 51y 53 (seleccio-
nados para revisién del limite del diagrama de verifica-
cibén), y 76 a 79. Los lotes rechazados fueron los niimeros
28, 30, 33 y 34. Todos los demis fueron acepeados.
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triplicado con un reactivo de hemagluti-
nacién de referencia. No se observaron
diferencias mayores de dos diluciones en

ninguna de estas pruebas triples. En los

€aso0s en que No comc1d1eron los tres re-
sultados con un determinado suero, se
considerd como titulo de referencia el
valor mis frecuente (cuando eran iguales
dos de los tres resultados) o el intermedio
(cuando diferian los tres resultados).
Mediante el anilisis secuencial
se confirmd que eran aceptables los siete
lotes de reactivos (numerados del 12 al

18) seleccionados con el fin de establecer
el limite en el diagrama de verificacidn.

1212328 LAl LR e

(En conjunto, los siete lotes produjeron
un coeﬁc1ente de correlacién intraclase
de 0,88.) Cada lote de reactivo se probd

con el mismo conjunto de 40 muestras de
suero, 20 de ellas provenientes de pa-
cientes con enfermedad de Chagas y 20

de snietos sin infeccidn por T cruzz. Las

L Ste LiUo Sada ARLIRALALL HLe.

pruebas se efectuaron por duplicado, la
segunda en un dia distinto del de la pri-
mera, Yy se compararon 105 [Csultd(lob con
los obtenidos con el reactivo de referen-
cia. Como se puede ver en la figura 1,
parte A, aproximadamente 95% de las
variaciones de los titulos observadas re-
presentaban una diferencia no mayor de
una dilucién en relacion con el titulo de
referencia respectivo.

Al evaluar cada lote de reac-

CVaiual Lalla 10w UL ILal

tivo, se registd la diferencia promedio
entre los titulos observados y el titulo de
referencia para cada suero, y se calculd la
desviacién estindar correspondiente al
lote, considerando todo el conjunto de
muestras. Luego se determind la media

FIGURA 1, Diferencias entre los titulos obtenidos con un reactivo de referencia y los
obtenidos con diversos lotes de reactivo cuando se probaron con 20 muestras de
suero provenienies de pacienies con enfermedad de Chagas. (A) Diferencias encon-
tradas en dos pruebas (en dias distintes) con los lotes de reactivos numerados del 12
al 18. (B) Diferencias encontradas en tres pruebas (en dias distintos) con los lotes

50, 51y 53 de reactivo mejorade. Tedas las diferencias se expresan como log, dela

100

Frecuencia (%)

0 +1 +2 43
Varjacién de los titulos

dllucmn de punto final dlwdlda entre 10 (log; 0,1 T — log, 0 1)

Yz =



aritmética (3) de las desviaciones estindar
de todos los lotes (4).

El limite de verificacién usual-
mente recomendado equivale a tres veces
esa media, o 3 5. En nuestro caso, las des-
viaciones estindar observadas en los siete
lotes aprobados con el anilisis secuencial
fueron 0,467, 0,560, 0,438, 0,494,
0,694, 0,677 y 0,497 (8 = 0,547); por
consiguiente, el triple de esta cifra (3 3)
fue de 1,64. Sin embargo, otros resulta-
dos obtenidos mediante el anilisis se-
cuencial de los lotes 27, 28, 30, 33 y 34
(el primero habia sido aceptado, mien-
tras que los otros cuatro fueron rechaza-
dos) proporciond otra base para estable-
cer el limite de verificacion. Como sus
desviaciones estindar, calculadas como se
muestra en el cuadro 1, eran 1,34, 1,43,
1,54, 1,60 y 1,42, respectivamente, se
aprecié que debia establecerse un limite
de verificacién mis bajo, entre 2 5 (1,09)
y 3 5 (1,64). Por consiguiente, se tomd
2,5 § como limite; esto correspondia a

una variacioén de 1,37, la cual aceptaba el
lote 27 y rechazaba los demas.

Por lo general, se emplearon
conjuntos de 10 muestras de suero reac-
tivo y 10 de suero no reactivo para probar
cada nuevo lote de reactivo, como se in-
dica en el cuadro 1. Se compard entonces
el valor calculado para la desviaci6n es-
tandar con el limite de verificacion (fi-
gura 2), con el fin de decidir si debia o no
aceptarse el reactivo.

Cabe sefialar que pocos afios
después de haberse adoptado estos pro-
cedimientos se introdujeron varias me-
joras en la preparacién y manipulacién
del reactivo. En consecuencia, se en-
contrd que disminufan las variaciones de
los titulos cuando lotes seleccionados (50,
51 y 53) se ponian a prueba tres veces
(cada vez en un dia diferente) con 20

CUADRO 1. Evaluacion de un lote de reactivo (36) con el método del diagrama

de verificacion®

Resultados con &l

Resultados con el lote

Sueros reactivo de referencia de reactivo No. 36

positivos

probados ™ log, 01T T log. 01T 19 {2
1 40 2 40 2 0 0
2 80 3 160 4 -1 1
3 80 3 80 3 0 0
4 160 4 160 4 0 0
) 320 5 320 5 0 0
6 160 4 160 4 0 0
7 320 5 320 5 0 0
8 160 4 160 4 0 0
9 1280 7 2 560 8 +1 1

10 640 6 1280 7 +1 1

a Calculo de § para los sueros positivos:

§=

§=+3/9; § = 0,577 (se acepta)

Evaluacion de los resultados con sueros negalives:

Sueros que digron resultados negativos/No. de sueros negativos probados = 10710 (se acepta)
® Tr = titulo de referencia, dilucién de puno final.
© T = titulo del reactivo puesto a prueba, dilucion de punto final.

91 =log 01T - log2 0,1 Tr.

Hoshino-Shimizu et al. ® REACTIVOS DE HEMAGLUTINACION

46

)



Bol Of Sanit Panam 101(5), 1986

470

FIGURA 2. Diagrama de verificacion para lotes de reactivo de hemaglutinacion usados en el
titagnastico de la enfermedad de Chagas, producidos en distintos afios. Se aceptaron o
rechazaron los lotes segiin la desviacidn estandar promedio encontrada cuando los titulos
que produjeron con un conjunto de 10 sueros negativos y 10 positivos se compararon con los
obtenidos con un reactivo de referencia. El limite de verificacion empleado inicialmente (1,37)
fue luego reducido a 0,92 como resultado de la produccion de un reactivo mejorado

20
Se rechaza Correccion
\ Limite de
verificacion | ! W l
10} /\

Desviaciones estandar (S)

] T

25 % 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3
o —1976 — \— 977

sueros reactivos, como se indica en la fi-
gura 1, parte B. De acuerdo con esto, se
calculé un nuevo limite de verificacién.
Las desviaciones estindar encontradas
con los lotes 50, 51 y 53 fueron 0,536,
0,331 y 0,238, respectivamente (5 =
0,368). El nuevo limite de verificacién
corregido (2,5 5) fue entonces de 0,92
(véase el limite corregido introducido en
la figura 2).

Los tres lotes usados habian
sido aceptados sobre la base del anilisis
anterior con el diagrama de verificacién y
habian presentado un elevado coefi-
ciente de correlacién intraclase (0,96).
Ninguno de los 10 lotes de reactivo usa-
dos para establecer el limite inicial de
verificacién o para volver a evaluar ese
limite dio resultados positivos falsos o ne-
gativos falsos cuando se probaron con con-
juntos de 10 muestras de suero, 20 prove-
nientes de pacientes con enfermedad de
Chagas y 20 de sujetos no infectados.

Un paso bisico de los procedi-
mientos anteriores fue la seleccién de
muestras de suero apropiadas para ser in-

Lotes 7% 77 78 79
Ao oo - 1983 —

cluidas en los conjuntos que se pondtian
a prueba. Antes de que comenzara esta
seleccidon se observé que, mediante el
analisis secuencial previo, se habia com-
probado que los sueros con titulos bajos
(40 u 80) eran indicadores especialmente
eficaces para detectar la mala calidad de
los reactivos. Sin embargo, esos sueros
con titulos bajos son relativamente poco
frecuentes y dificiles de conseguir. Por
consiguiente, se emplearon sueros con
titulos relativamente altos, como los
sueros reactivos que por lo general encon-
tramos en nuestra labor ordinaria de
diagnéstico seroldgico de la enfermedad
de Chagas.

Mis tarde, para confirmar la
idoneidad del procedimiento, se probd
un conjunto de 23 muestras de suero que
producian titulos de =160 con cinco
lotes de reactivo numerados del 30 al 34.
Tres de ellos (30, 33 y 34) habifan sido re-
chazados antes mediante evaluaciones
con el diagrama de verificacién y el anali-
sis secuencial; los otros dos (31 y 32) ha-
bian sido aceptados. Como ya se sefiald,
los sueros de prueba deben presentar va-
riaciones (en comparacidon con un patroén
de referencia) de una dilucién o menos



con un buen reactivo (véase figura 1,
parte B), mientras que producen varia-
ciones mayores cuando el reactivo es malo.

Para que resultaran atiles, los
sueros de prueba debian ajustarse a ese
modelo. Cuando se probaron con los
reactivos buenos (31 y 32), los 23 sueros
produjeron titulos con una diferencia no
mayor de una dilucién con respecto al
titulo de referencia. A la inversa, cuando
se pusieron a prueba con los reactivos de-
ficientes (30, 33 y 34), 13 de los 23 pro-
dujeron titulos con una diferencia mayor
de una dilucién con respecto al titulo de
referencia con los tres reactivos (cuadro
2); por tanto, se considerd que estos 13
sueros eran ftiles para detectar lotes de
reactivo de mala calidad. Ademis, otros
seis sueros resultaron parcialmente dtiles
porque con uno o dos de los lotes de reac-
tivo de mala calidad produjeron titulos
con una diferencia mayor de una dilu-

rﬂchprrn ol fli"nln An rprnrnnr-tn
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Los cuatro sueros restantes no fueron con-

siderados ttiles porque no nrodu;c:og
titulos con una diferencia de dos o mds
diluciones con respecto al titulo de re-
ferencia cuando se probaron con los tres
reactivos malos. (Los sueros de este l-
timo tipo pueden introducir un sesgo en
el trabajo de laboratorio y favorecer la

aprobaci6n de reactivos no satisfactorios. )

DISCUSION

Y CONCLUSIONES

El presente estudio muestra la
aplicacion del método del diagrama de
verificacién para evaluar reactivos de he-
maglutinacién usados en el diagnéstico
seroldgico de la enfermedad de Chagas.
Si bien se basa en ensayos cuantitativos,
las técnicas estadisticas usadas son senci-
llas y el método es facil de aplicar. Desde
luego, la eleccién de los métodos para so-
metet a prueba reactivos depende de
conjeturas acerca de la situacién pre-
dominante, pero las ventajas pricticas de
la técnica del diagrama de verificacién
justifican su empleo.

CUADRO 2. Resuliados ohtenidos con tres lotes de reactivo de mala calidad (30, 33 y 34) y dos

de buena calidad (31 y 32)°

Resultados con los reactivos

Sueros de mala calidad (30, 33 y 34)°
probades
Variaciones pequefias Variaciones grandes

(Tr =160)

en los titulos en los titulos Evaluacion de los

No. % {t’ =06 x1)F t" = > =1y sueros probados

4 174 30, 33, 4 No (tiles

2 8,7 33, 34 30 Parcialmente (tiles

1 4,3 30, 34 33 Parcialmente ttiles

1 4.3 30, 33 Parcialmente Utiles

2 8,7 33, 34 Parcialmente tiles
13 56,6 30, 33, 34 Utiles

2 Los cinco lotes se probaron con 23 muestras de suero que producian titulos = 160 con el reactivo de referencia Trece de
estos sueros produjeron titulos notablemente diferentes de los obtenidos con el reactivo de referencia cuando se los probd
con cada uno de los tres reactivos de mala calidad.

® También se sometieron a prueba dos lotes de reactivo de buena calidad (31 y 32) y solo se observaron variaciones minimas

en los tiulos (t° = x1) con los 23 sueros.

=1l0g20,1 T — logo 0.1 Tr; donde T es el titulo obtenida con el lote de reactivo probado y Tr es el titula del reactivo de

referencia.
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Nuestro estudio de sueros con
titulos de anticuerpos de =160 clara-
mente indica que no se puede garantizar
un adecuado control de calidad de los
reactivos poniéndolos a prueba con al-
gunos sueros normalizados de este tipo,
ya que es posible que esos sueros per-
tenezcan a la categoria de no ttiles y no
sean capaces de detectar un reactivo de-
fectuoso. En este sentido, encontramos
que nuestros pocos suetos normalizados
(preparados mezclando muestras de sue-
ro) tenfan caracteristicas similares a los
sueros considerados no tiles, probable-
mente porque esos sueros mezclados con-
tenfan concentraciones elevadas de anti-
cuerpos para la mayoria de los epitopos
de T cruzt y diferfan en este aspecto de la
mayorfa de los sueros individuales prove-
nientes de pacientes con enfermedad de
Chagas.

Como se sefiald antes (3), el
analisis secuencial ha demostrado que los
sueros con titulos bajos (40 u 80) son in-
dicadores particularmente eficaces para
detectar lotes de reactivos defectuosos.
Sin embargo, los estudios con el dia-
grama de verificacién descritos en este
articulo muestran que los sueros con titu-
los mis elevados pueden servir como
muestras de prueba muy adecuadas en
los conjuntos de muestras de suero. Por
fortuna, la preparacidon de tales conjun-
tos de muestras no es dificil, ya que se
pueden obtener sueros de este tipo
durante la labor normal de diagnéstico
serologico de la enfermedad de Chagas.
Los sueros no ttiles constituyen alrede-
dor de 17% del total de sueros reunidos
de esta manera.

En la préctica, un buen con-
junto de sueros debe tener muy pocos
sueros no ftiles o ninguno, y estar consti-
tuido por completo por sueros pat-
cialmente ttiles o dtiles (y quizis por al-
gunos sueros con titulos bajos), con el fin
de asegurar su sensibilidad para detectar
lotes de reactivos de mala calidad.

En general, las muestras de
suero de un determinado conjunto pue-
den remplazarse por otras, siempre que
los titulos y la capacidad de estas para de-
tectar reactivos poco satisfactorios sean si-
milares a los de las muestras remplazadas.

Un laboratorio que desee apli-
car la técnica aqui descrita debe comen-
zar Por preparar sus propios conjuntos de
muestras de suero (probando los sueros
con lotes de reactivo de hemaglutinacién
cuya buena o mala calidad se haya com-
probado empiricamente) o bien obtener
alguna ayuda de laboratorios estableci-
dos. Una vez que se han determinado los
titulos de referencia para estos sueros, se
puede fijar el limite en el diagrama de
verificacién. Posteriormente, se pueden
usar métodos estadisticos sencillos (la
prueba t de Student u otros procedimien-
tos apropiados) para confirmar la validez
de los resultados obtenidos con el dia-
grama de verificacion.

El trabajo que se da a conocer
aqui se realizd con conjuntos de muestras
de suero conservadas en voliimenes iguales
de glicerina a -20 °C, procedimiento que
resultd muy adecuado; ademais de asegurar
la estabilidad del suero, dicha tempera-
tura permitié mantener en estado liqui-
do las mezclas de glicetina y suero; de
este modo, podian tomarse potciones con
facilidad siempre que fuera necesario, sin
cotrer el riesgo de que se produjera la
desnaturalizacién de los anticuerpos que
suele ser consecuencia del congelamiento
y descongelamiento repetidos.

Recientemente hemos reci-
bido una comunicacién personal del Dr.
Motris T. Suggs, Director del Programa
de Productos Biologicos del Centro de
Enfermedades Infecciosas de Atlanta, Es-
tados Unidos de América, donde in-
forma que aproximadamente 10 a 15%



de los reactivos para serodiagnéstico
producidos cada afio son de calidad
deficiente, aun los suministrados por
los fabricantes mis importantes. En
consecuencia, recomienda, como forma
de obtener buenos reactivos 2 bajo costo,
introducir el control de calidad desde el
comienzo de la produccion. El método
del diagrama de verificacién que se ha
descrito constituye una forma practica de
evaluar lotes sucesivos de reactivo de he-
maglutinacién. Ademis, en parte pot-
que ofrece un documento grafico y pro-
gresivo de la variabilidad de los reactivos,
proporciona un medio visual apropiado

de control de calidad.
RESUMEN

Los laboratorios que producen
sus propios reactivos antigénicos para el
diagndstico serolégico necesitan métodos
practicos y fiables para someter a prueba
lotes sucesivos de esos productos, con el
fin de asegurar que se podrin reproducir
los resultados de las pruebas. En el caso
de los reactivos de hemaglutinacién usa-
dos para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas, la técnica del anilisis secuen-
cial permite un adecuado control de cali-
dad; sin embargo, exige una cantidad re-
lativamente grande de reactivo y entrafia
un gasto considerable. Se describe otro
método, la técnica del diagrama de veri-
ficacién, menos complicado y mis apto
para evaluar lotes pequefios de reactivo.

En este método se necesitan
un reactivo de referencia, un conjunto de
alrededor de 20 muestras de suero y un
limite establecido de la varianza que,
cuando es sobrepasado, determina el re-
chazo del lote puesto a prueba. La mitad
de las muestras de suero deben ser reac-
tivas con respecto al antigeno de Iry-
Danosoma cruzi y la otra mitad deben ser
no reactivas; los sueros reactivos tienen

que ser ftiles en el sentido de que su res-
puesta ante un reactivo de buena calidad
(como el de referencia) es distinta de la
que manifiestan ante un mal reactivo.
Con este procedimiento, el
reactivo de referencia y el reactivo que se
quiere evaluar se ponen a prueba con el
conjunto de muestras de suero; se obser-
van las diferencias entre los titulos ob-
tenidos con los dos reactivos y se calcula
la desviacién estdndar promedio (3).
Cuando esta es inferior al limite de verifi-
cacibn previamente establecido, el lote
de reactivo es aceptado; si supera el
limite, se rechaza el lote. Este método ha
sido usado por el Laboratorio de In-
munologia del Instituto de Medicina
Tropical de Szo Paulo, Brasil, para eva-
luar 26 lotes de reactivos producidos en el
laboratorio desde 1975; ademas, se ha
comprobado que es aplicable y tril. Esa
experiencia ha demostrado que los sueros
que producen titulos relativamente altos
pueden usarse para detectar reactivos de
mala calidad, y que es eficaz la conserva-
cién de los sueros en un volumen igual
de glicerina, almacenadosa —20 °C. [J
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The latter method requires a ref-
erence reagent, a panel of some 20 serum
samples, and an established limit of vatiance
beyond which the reagent batch under assess-
ment should be tejected. The serum samples
should consist half of sera reactive with Zry-
panosoma cruzi antigen and half of nonreac-
tive sera, and the reactive sera should be
“useful” in the sense that they tend to re-
spond differently when tested with a good re-
agent (such as the reference reagent) than
with a poor reagent.

Following this procedure, both
the reference reagent and the reagent to be
assessed are tested against the serum panel;
differences in the titers obtained by the two
teagents are noted; the average standard de-
viation (5) of these differences is calculated
and charted; and if this deviation is less than
the previously established control limit, the
reagent batch is accepted; otherwise, it is re-
jected. This method has been used by the
Immunology Laboratory at the Institute of
Tropical Medicine in Sdo Paulo, Brazil, to test
26 batches of reagent produced at the labora-
tory since 1975. That experience has shown



that sera yielding relatively high titers can be
used to detect defective reagents, has indi-
cated that preservation of sera in an equal
volume of glycerin and storage at —20°C is
effective, and has demonstrated the applica-
bility and wusefulness of the control chart
method.

RESUMO

DIAGRAMA _

DE VERIFICACAO

PARA AVALIAR REAGENTES
DE HEMAGLUTINACAO
USADOS NO
DIAGNOSTICO

DA DOENCA DE CHAGAS

Os laboratérios que produzem
seus proprios reagentes antigénicos para o
diagnéstico serolgico necessitam de métodos
praticos e confidveis para testar lotes suces-
sivos desses produtos, a fim de assegurar que
os resultados dos exames poderdo ser repro-
duzidos. No caso dos reagentes de hemaglu-
tinacdo usados para o diagndstico da doenca
de Chagas, a técnica da anidlise seqiiencial
permite um adequado controle de quali-
dade; todavia, exige uma quantidade relati-
vamente grande de reagente e implica um
gasto considerivel. Descreve-se outro mé-
todo, a técnica do diagrama de verificacio,
menos complicado e mais apto para avaliar
lotes pequenos de reagente.

Esse método exige um reagente
de referéncia, um conjunto de cerca de 20
amostras de soto e um limite estabelecido de
varidncia que, quando & ultrapassado, deter-
mina a rejeicdo do lote testado. A metade das
amostras de soro deve ser reativa com respeito
ao antigeno de Tryparosoma cruzi e a outra
metade nio reativa; os soros reativos sio (iteis
no sentido de que sua resposta ante um

teagente de boa qualidade (como o de re-
feréncia) € distinta'da que manifestam ante
um reagente de ma qualidade.

Com esse procedimento, o rea-
gente de referéncia e o reagente que se quer
avaliar sdo testados com o conjunto de amos-
tras de soro; observam-se as diferencas entre
os titulos obtidos com os dois reagentes € se
calcula o desvio padrio médio (5). Quando é
infetior ao limite de verificacio previamente
estabelecido, o lote de reagente & aceito; se
ultrapassa o limite, o lote € rejeitado. Esse
método foi usado no Laboratério de Imuno-
logia do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo, Brasil, para avaliar 26 lotes de rea-
gentes produzidos no laboratorio desde 1975;
além do mais, comprovou-se que € aplicivel e
atil. Essa experiéncia demonstra que os soros
que produzem titulos relativamente altos po-
dem ser usados para detectar reagentes de ma
qualidade e que & eficaz a conservacio dos
soros num volume igual de glicerina, arma-
zenados a —-20 °C.

RESUME

DIAGRAMME

DE VERIFICATION

POUR EVALUER

LES AGENTS REACTIFS
DE DHEMAGLUTINATION
UTILISES DANS LE
DIAGNOSTIC

DE LA MALADIE

DE CHAGAS

Les laboratoires qui produisent
leurs propres réactifs antigéniques pour le
diagnostic sérologique nécessitent des mé-
thodes pratiques et fiables pour tester des lots
successifs de ces produits afin d’assurer la re-
production des résultats obtenus avec les
€chantillons. Dans le cas des agents réactifs
de I'hémaglutination utilisés pour le diagnos-
tic de la maladie de Chagas, la technique de
I'analyse séquentielle permet un contrdle de
qualité satisfaisant; cependant, il faut une
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quantité relativement grande de réactif, ce
qui entraine une dépense considérable. Une
autre méthode est décrite, la technique du
diagramme de vérification, moins com-
pliquée et plus apte 4 évaluer des lots res-
treints de réactif.

Cette méthode nécessite un réac-
tif de référence, un ensemble d’une ving-
taine d'échantillons de sérum et une limite
fixée 4 la variance qui, quand elle est dépassée,
entraine le rejet du lot testé. La moitié des
échantillons de sérum doivent éure réactifs 4
I'antigéne de Trypanosoma cruzi et 'autre
moitié doit étre non réactive; les sérums réac-
tifs doivent étre utiles en ce sens que leur ré-
ponse 4 un réactif de bonne qualiié (tel que
celui de référence) est distincte de celle qui se
produit face 4 un mauvais réactif.

Avec ce procédé, le réactif de ré-
férence et le réactif que I’on veut évaluer sont

Atencion primaria
y poliomielitis

testés vis-a-vis [’ensemble des échantillons de
sérum; on observe les différences entre les ti-
tres obtenus avec les deux réactifs et 'on
calcule I'écart type moyen (5). Lorsqu’il est
inférieur 4 la limite de vérification établie
précédemment, le lot de réactif est accepté; st
cette limite est dépassée, le lot est rejeté.
Cette méthode a &€ utilisée par le laboratoire
d'immunologie de I'Institut de médecine
tropicale de Sdo Paulo, Brésil, pour évaluer
26 lots de réactif produits au laboratoire de-
puis 1975; en outre, on a constaté qu’elle est
applicable et utile. Cette expérience a montré
que les sérums qui produisent des titres rela-
tivement élevés peuvent &tre utilisés pour dé-
tecter les réactifs de mauvaise qualité et qu'il
est efficace de conserver les sérums dans un
volume &gal de glycérine, stockés a2 —20 °C.

“El control de cualquier enfermedad importante
de 1a infancia en los paises en desarrollo de-
pende de la capacidad de [os servicios de salud
de llegar a la poblacion susceptible y de ad-
ministrar la terapia adecuada o adoptar medidas
preventivas. A ambas necesidades se orienta el
desarrollo de los servicios de atencion primaria
de salud. La probabilidad es que las enferme-
dades prevenibles mediante vacunacion, in-
cluida la poliomielitis, solo podran controlarse
mediante programas que se apliquen a través
del sistema de atencion primaria de salud.”
Tomado de: Robinson, D. Recursos polfticos,
administrativos y econdmicos para el control de
la poliomielitis. /n: Simposio Internacional sobre
el Control de la Poliomielitis. ops, Publicacion
Cientifica 484, 1985, p. 423.



