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INTRODUCCION

Los laboratorios son un-componente esencial de todos los servicios nacionales de
salud. Juegan un rol fundamental en el estudio de especimenes de sangre, tejido humano
Y otros materiales, para detectar o confirmar enfermedades y descrdenes, asi como para
reconocer agentes infecciosos transmitidos por la sangre. Por ejemplo, los virus que
producen el SIDA y la hepatitis y los pardasitos que causan la enfermedad de Chagas, la
malaria y otras enfermedades tropicales.

La informacion que obtienen los laboratorios resulta crucial no sélo para los
pacientes individuales sino para el monitoreo general de la salud pablica, la puesta en
practica de la vigilancia epidemiolégica, la evaluacion de la efectividad de los
programas de prevencion de enfermedades y del desarrollo de las camparias de control.

Sin embargo, suelen ocurrir inexactitudes o interpretaciones incorrectas de los
resultados del laboratorio que conducen a diagnésticos y tratamientos errados de los
pacientes: un "falso positivo", que afirma que una persona tiene infeccion por HiV, tiene
un impacto devastador sobre el paciente; un resultado "falso negativo” es mucho peor,
pues permite el uso de sangre inadecuada para transfundir o le impide al paciente el
acceso a un tratamiento rapido.

La transmisicn de enfermedades infecciosas por medio de la transfusion de sangre
Y hemoderivados es de creciente importancia, no solo en el contexto de quien se
desempeiia en la medicina transfusional sino, lambién, para quien estd comprometido con
la salud de la comunidad.

Confrontados con mayores requerimientos de eficiencia y con la preocupacion
mundial por la exactitud de los exdmenes de enfermedades infecciosas, los laboratorios
buscan actualmente mecanismos de control de calidad independientes, para proporcionar
un nivel dptimo de seguridad en los examenes que deben realizar.

La intencion de este manual es proporcionar a los laboratorios una estrategia
independiente de control de calidad de sus resultados. Sin embargo, la mejoria gradual
de la calidad depende del trabajo en equipo, de la reflexion sobre las diferencias
detectadas y de los acuerdos que tiendan a optimizar los resultados del control de la
sangre a fransfundir.



1. METODOS DE DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE:
1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una parasitosis producida por un protozoario flagelado, el
Trypanosoma cruzi. Se transmite, principalmente a través de insectos vectores (hematofagos del
orden Triatominae). Otras vias de transmision son la transfusional, la congénita, las determinadas
por trasplante de drganos, o por inoculaccion accidental en laboratorios.

La enfermedad tiéne tres etapas clinicas: una aguda, corta y con sintomatologia no
especifica;, una indeterminada y asintomatica, que puede prolongarse de 5 a 10 afios 0 mas ain; y
una etapa cronica, de aparicion muy variable. Las afecciones que causa son cardiacas, digestivas
y/o neurologicas, las cuales varian segin las regiones de América y los individuos.

La enfermedad de Chagas es endémica en los paises de Centro y Sud América, donde se
estima que viven 16-18 millones de personas infectadas en un area de poblacion de 90 millones de
habitantes con riesgo de contraer la infeccion (/).

Todas las medidas de control de la transmision no vectorial del 7. cruzi requieren sistemas
de diagnostico eficiente, que permitan detectar la infeccion en el huésped humano, en los
donadores de sangre y donadores y receptores de organos, en las embarazadas y sus hijos.

Si bien se dispone de métodos para la deteccion del parasito en la sangre circulante (por
ejemplo, métodos directos: gota fresca, gota gruesa, de concentracion del parasito -Strout- ©
aquellos que se realizan en condiciones que amplifican el numero de microorganismos-
xenodiagnastico, hemocultivo en medios axénicos, 1a inoculacion en animales o ¢l cultivo de
tejidos-), éstos son de alta sensibilidad solo en la eta a a uda de la infeccion (2, 3).

La reaccion en cadena por polimerasa (PCR) y otros métodos de multiplicacion de los
acidos nucleicos (3) comienzan a usarse en los laboratorios de investigacion; sin embargo aun no
existen condiciones para masificar dichos métodos.

En las eta as indeterminadas  cronicas, los métodos directos son poco sensibles; solo
tienen alta sensibilidad los métodos indirectos, serologicos y los de deteccion de anticuerpos anti-
T.cruzi. Estas pruebas son de facil estandarizacion y ejecucion y tienen, ademas, especificidad
adecuada y costos relativamente bajos. Las pruebas serologicas son las que se emplean en la
rutina de analisis y descarte de la sangre para transfusién (3, 4, 5).

Las formulaciones antigénicas, con las que se realizan las técnicas inmunodiagnosticas,
tienen diferente origen en cepas y formas del parasito (amastigotes, epimastigotes,
tripomastigotes). El 7.cruzi es, ademas, un flagelado antigénicamente complejo y que genera una
respuesta muitiple y variada en el huésped. La multiplicidad de informacion genética de los
parasitos que infectan a un paciente queda demostrada porque se aistan diferentes clones de 7.
cruzi. Teniendo en cuenta la informacidn precedente sobre las condiciones que influyen sobre el
diagnostico seroldgico de Chagas, se aconseja el uso de por lo menos dos reacciones para el
control de la sangre a transfundir (4, 5, 6, 7, 8). Las técnicas serologicas actualmente en uso



pueden presentar también el inconveniente de reacciones cruzadas, principalmente con anticuerpos
contra otros protozoarios tales como Leishmania (3).

Las técnicas serolégicas son (3, 4, 6, 7, 8.9, 10):

a)

b)

)

d)

€)

Fijacién del complemento (FC):

La prueba se basa en la capacidad de todo complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) de fijar
el complemento. Tiene valores de sensibilidad de 90 a 95%, después de 4 a 6 semanas de
infeccion. Si bien es un ensayo simple y economico, esta siendo paulatinamente sustituido
por otros métodos. '

Aglutinacién directa (AD):

Se realiza con una suspension de formas epimastigotes de cultivos axénicos, tripsinadas y
fijadas con formol, que se aglutinan directamente en presencia de sueros gue tengan
anticuerpos anti-T.cruzi. La prueba se cuantifica con diluciones dobles del suero, en
policubetas con pocillos de fondo en U, incubadas con el antigeno por un periodo
promedio de 3 horas. La reactividad se visualiza por la presencia de un manto de
aglutinacion que abarca 100% hasta 50% del fondo del pocillo. Un boton de parasitos no
aglutinados en el fondo del tubo indica resultado no reactivo. También existe una técnica
con coloracién de contraste que mejora la visualizacion del punto final.

Aglutinacion de particulas de litex (Létex):

Un antigeno soluble o suspension de parasitos rotos por distintos métodos, se une a
particulas de latex. Se observa aglutinacion de particulas cuando se enfrentan estas ultimas
a sueros con anticuerpos especificos. Tiene buena sensibilidad pero presenta dificultades
para su manejo estandarizado, otra desventaja es la gran variabilidad en las partidas de
latex.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA):

Existen diversas técnicas de ELISA; basicamente, se une a una fase solida (pocillo de
policubeta, esferas, tubos, etc) un antigeno de 7. cruzi y luego se incuban las diluciones de
sueros con dicho antigeno. La reaccion se revela con una anti-inmunoglobulina humana
marcada con una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina). La formacion de color se
promueve con el uso de un cromdgeno ligado y un substrato enzimitico; por ejemplo, par:
peroxidasa; ortofenilendiamina (OPD) y H,0, Si bien es recomendable la lectura
espectrofotométrica, también existen técnicas de lectura visual. ‘La metodologia es simple
y permite obtener resultados de alta precision. Actualmente, se emplean varios antigenos
(homogenatos de 7. cruzi, proteinas purificadas o recombinantes); algunos de ellos
presentan sensibilidad >99,0% y especificidad adecuada. '

Hemaglutinacion indirecta (HAI):

La prueba se realiza utilizando diluciones seriadas del suero en policubetas con fondo en U

frente a hematies (humanos, de ave o cordero), sensibilizados con antigenos. La lectura es

semejante a lo indicado para AD: h

Reactivo: un manto de aglutinacion del 100% al 50% del fondo del pocillo.

Ne Reactivo: un boton de hematies no agiutinados. Existen técnicas cuali y cuantitativas.
La prueba tiene buena sensibilidad y especificidad variable. Asociada cot
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inmunofluorescencia, ha sido bien evaluada en varios centros referenciales y
con paneles de gran nimero de sueros (4, 7).

f) Inmunofluorescencia indirecta (IFI):

El antigeno consiste de epimastigotes de cultivos axénicos de los parasitos tratados con
formol. Fijados a laminas para IF pueden guardarse a -20 °C por varios meses sin que se
altere su estabilidad. El suero en diluciones seriadas se incuba con el antigeno en la lamina
de IFI. La formacion de complejo Ag-Ac se revela con anti-Inmunoglobulina humana
(anti-IgG o total) marcada con fluoresceina. Se observa o no la presencia de fluorescencia,
usando Azul de Evans como contraste. La prueba es de alta sensibilidad (98-99%) y
especificidad, pero presenta una reacciéon cruzada con sueros de Leishmania. También,
tiene como desventajas la subjetividad de la lectura y 1a necesidad de titulacion de cada lote
de conjugado para cada sistema 6ptico usado.

1.2  Hepatitis virales

Se han descrito cinco virus denominados con las primeras letras del alfabeto: A, B,C,Dy
E, los cuales son capaces de producir una infeccion selectiva en células hepaticas humanas (11, 12,

13). En el Cuadro | estan relacionadas las principales caracteristicas de cada uno de estos virus
(11, 14, 15, 16).

Las infecciones determinadas por los virus de la Hepatitis B (VHB), C (VHC) y D (VHD)
pueden ser inaparentes o sintomaticas y, a su vez, éstas pueden evolucionar en forma aguda o
cronica. Muy raramente las formas agudas evolucionan de modo fulminante con alta letalidad. En
¢l VHB la evolucion hacia la cronicidad se correlaciona con el estado del portador del antigeno de
superficie del agente. A su vez, el estado del portador depende de la edad de la infeccion,
vaniando desde el 90% en los nifios de madres portadoras del antigeno e (AgHBe), hasta el 5-10%
en adultos. Se estima que el 50% de las infecciones por el VHC evolucionen hacia la cronicidad.
Las hepatopatias cronicas asociadas con el VHB y el VHC, consisten en hepatitis cronica
persistente o activa; éstas pueden progresar hasta tornarse en una cirrosis o un carcinoma
hepatocelular.  También se ha descrito la asociacion del VHC con las hepatitis autoinmunes.
Ademas de formas fulminantes de elevada letalidad, el VHD puede determinar graves lesiones
cronicas del higado.

Virus de la he atitis B VHB

Los estudios serologicos, realizados principalmente en donadores de sangre, permiten
estimar la existencia de casi 10 millones de portadores de VHB en Aménca Latina. Hay regiones
de baja endemicidad (proporcion <1%) en el Sur ¢ intermedia (2-4%) en el norte de América del
Sur y el Caribe Latino. Existe una alta endemicidad en la region Amazonica Occidental, asi comc
en areas de Venezuela, Colombia, Perit y Repiblica Dominicana.



Cuadro 1

Caracleristicas de los principales virus de 1a hepatitis humana

Genoma Tamafio Periodo Vias de Cronl-  Marcador de tamizaje
(nm} de transmision cidad en banco de sangre
Incubactén
icornavirus 4 semanas fecal - oral no rutinario *
hepadnavirus DNA 1 a 6 meses parenteral, AgHBs, anti-HBc **
vertical sexual
simnilar a | 25 meses parenteral, arti-VHC anti-HBc *=*
flavivirus vertical, sexual ALT #**
virus satélite 2 2 6 semanas AgHBs
animal
calicivirus fecal - oral no rutinario
similar

Sin importancia en Latinoamérica, sin embargo,algunos hemofilicos de paises europeos han contraido infeccion con conoentrados
industriales de Factor VIIL

Prevencitm del periodo de ventana inmunoldgica y algunas variantes de VHB ( realizado como rutina solo en algunos paises).
Marcadores indirectos utilizados en algunos paises.

Pruebas serologicas

Las técnicas de tamizaje serologico en bancos de sangre estan basados en la deteccion det
antigeno de superficie (AgHBs) (73). Las técnicas de inmunodifusion pasiva en agar,
contrainmunoelectroforesis y fijacion de complemento, han sido reemplazadas por tla
hemaglutinacion indirecta (HAI), radioinmunoanalisis (RIA) y ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) (11, 12, 17).

Las técnicas de HAI deben poseer sensibilidad de deteccion de 10-20 ng/ml de AgHBs, y
las técnicas de RIA y ELISA, de 1,0 ng/ml.

a) Hemaglutinacion indirecta (HAI):
Utiliza hematies tratados con acido ténico, recubiertos con anticuerpos anti-HBs de alta
pureza, producidos en animales. Para evitar reacciones cruzadas no especificas, se utilizan
controles internos de glabutos rojos sensibilizados con inmunoglobulinas provenientes del
animal.

b) ELISA:
Esta prueba es generalmente de tipo sandwich, con revelado enzimatico, utilizando un
anticuerpo menoclonal (anti-HBs) ligado a una fase solida (pocillo, esfera plastica), el cual
capta et AgHBs presente en el suero. A continuacion se agrega un anticuerpo (anti-HBs)
policlonal marcado con una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcahina) y se promueve el
desarrotlo de color, tras la adicién del substrato crorriogénico. La lectura puede ser visual;
sin embargo se recomienda la utilizacion de un espectrofotometro.

<) RIA:
En esta técnica se siguen los mismos pasos que en la prueba ELISA, excepto que, en lugar
de utilizar una enzima, se usa un radioisotopo, y la lectura es efectuada en un contador
Gama camara.



Técnica suplementaria o confirmatoria

Cuando se detecta una reaccion positiva, se aconseja confirmar este resultado con una
técnica llamada de neutralizacién. La misma consiste en agregar una cantidad de anti-HBs, que
neutralice el AgHBs presente en la muestra en estudio. La prueba postenior realizada cuando este
complejo se ha formado, debe ser negativa, es decir el antigeno ha sido “neutralizado” por un
anticuerpo especifico.

Virus de la he atitis C VHC

Los estudios en América Latina son limitados, pero comprueban que la infeccion por este
virus se presenta en los mismos grupos de riesgo descritos en los paises de otras regiones
(drogadictos endovenosos, hemofilicos, dializados cronicos e individuos expuestos directamente a
sangre infectada). En esta region, la prevalencia del VHC en donadores de sangre varia de 0,1 a
2 % , dependiendo de las regiones estudiadas.

Las pruebas serologicas en bancos de sangre estan basadas en la deteccion de anticuerpos
contra el VHC por técnicas ELISA, especificamente contra antigenos estructurales y no
estructurales del virus (15, 18, 19).

a) ELISA;
La metodologia utilizada es la indirecta para la deteccion del anticuerpo anti-VHC. En
este ensayo se utilizan antigenos recombinantes o péptidos sintéticos adheridos a la fase
solida. Se recomienda que los sueros anti-VHC positivos por ELISA sean evaluados por

técnicas suplementarias como: inmunoblot recombinante (RIBA), 0 inmunoensayo lineal
(LIA).

Virus de la he atitis D VHD

El VHD puede ser transmitido por via transfusional; sin embargo su prevencion se obtiene
mediante las técnicas de tamizaje para el VHB (7/).

1.3  Infeccién por VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un virus RNA perteneciente a la familia
Retroviridae, se transmite por via sexual, sanguinea y pennatal (20). Hay dos tipos de virus
descritos (VIH-1 y VIH-2), siendo el VIH-1 el mas comiin.

El tamizaje de los anticuerpos contra el VIH tiene por objetivo el diagnostico de la
infeccion por este virus en el donador; sin embargo dicho diagnéstico no implica necesariamente el
desarrollo clinico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

A pesar de que los métodos de tamizaje son muy sensibles, la ausencia de anticuerpos
contra el virus no descarta totalmente la infeccion viral ya que, durante la primera infeccion, existe
replicacion viral sin que haya una expresion serologica de los anticuerpos contra el VIH. Esta
etapa denominada "periodo de ventana” puede prolongarse por varias semanas.
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Para disminuir los riesgos de transfusion de sangre contaminada en el periodo de ventana y
posibles errores de diagnostico, se debe proponer la autoexclusion de los donadores con
conductas de riesgo.

Las principales técnicas de tamizaje en bancos de sangre para la deteccion de anticuerpos
anti-VIH incluyen (21, 22, 23, 24):

a) ELISA:
Fueron las primeras pruebas desarrolladas. Muchas de las que ain se utilizan se basan en
lisados virales (es decir, los antigenos utilizados en esas pruebas se preparan con viriones
del VIH). Estas técnicas son conocidas como de primera generacion y tienen una
excelente sensibilidad pero, generalmente, su especificidad es poco satisfactoria.

Las pruebas ELISA desarrolladas posteriormente introdujeron el uso de antigenos
preparados por ingenieria genética (antigenos recombinantes) o por sintesis quimica
(péptidos sintéticos), denominados respectivamente métodos de 2* y 3* generacion. Estas
técnicas son igualmente sensibles, pero mas especificas, si se comparan con las de 1°
generacion. Los fundamentos técnicos de los métodos serologicos empleados en el
tamizaje de anticuerpos anti-VIH son similares a aquellos descritos para otros agentes
infecciosos.

b) Aglutinacién:
Los antigenos virales (lisados, recombinantes, péptidos sintéticos) son incorporados
directamente a particulas de litex, gelatina o hematies, que se aglutinan
macroscopicamente en presencia de anticuerpos anti-VIH.

<) Dot blot:

Los antigenos virales son absorbidos en soportes solidos, generalmente en forma de
circulos apoyados sobre soportes plasticos. Tras la adicion del suero, se agrega un:
solucion reveladora, que puede ser una anti-inmunoglobulina humana conjugada a une
enzima o la proteina A de Staphylococcus aureus conjugada a oro coloidal. El desarrollo
de color indica la presencia de anticuerpos anti-VIH. Este método, a pesar de ser rapido y
sencillo, presenta el inconveniente de su alto costo y, por lo tanto, no es utilizado como
método de tamizaje rutinario. '

Los ensayos de tamizaje con resultados reactivos indican la probabilidad de que la sangre
esté realmente infectada; una vez realizados los ensayos suplementarios (confirmatorios) puede
entonces considerarse a la muestra como positiva. Si se poseen resultados obtenidos Gnicamente
mediante pruebas de tamizaje la muestra se considera reactiva. Toda muestra reactiva debe
repetirse por lo menos con la misma prueba de tamizaje.

Aunque las pruebas utilizadas para detectar los anticuerpos anti-VIH son sumamente
sensibles, especificas y reproducibles, ninguna es 100% infalible. Por lo tanto, se debe requerir
que las pruebas de tamizaje tengan una sensibilidad >99,7 % vy, por lo menos, un 97 % de
especificidad.



Técnicas suplementarias o confirmatorias:

Los sueros doblemente reactivos deben ser analizados con pruebas suplementarias. Si se
obtiene un resultado positivo, se debe extraer inmediatamente una segunda muestra de sangre del
donador y someterla a un test ELISA o a una técnica simple o rapida, con el fin de corroborar si la
muestra con resultado positivo corresponde a tal donador o si se debe a un error de manipulacién
laboratonial (etiquetado equivocado, cambio de tubos etc.) o no laboratonal (recepcion de sueros,
informes, etc.).

A pesar de que actualmente existen variadas y excelentes pruebas serologicas, el disefio del
algoritmo para realizar el diagnostico de infeccion de VIH siempre debe seleccionar las pruebas
mas sensibles para el tamizaje. Por otra parte, deben seleccionarse aquellas pruebas
suplementarias mas especificas para la confirmacion del diagnostico; éstas se realizan generalmente
en los bancos de sangre con mayor desarrollo técnico o en centros de referencia independientes.
Las técnicas suplementarias (confirmatonias) mas utilizadas son'

a) Western-blot:
Se separan los antigenos virales de acuerdo a sus pesos moleculares mediante una
electroforesis en gel de poliacritamida; a continuacion, se transfieren (blotting) a una
membrana de nitrocelulosa. La presencia de anticuerpos anti-VIH en el suero se detecta
por técnicas similares a la técnica ELISA, con la visualizacion de anticuerpos distintos
contra los diferentes componentes antigénicos del VIH.

b) Inmunoensayos lineares (LIA):
Se aplican proteinas recombinantes o péptidos sintéticos directamente sobre cintas de
nitrocelulosa y testados de manera similar al Western-blot.

c) Radioinmunoprecipitacion (RIPA):
Se adicionan aminoacidos marcados con isotopos radioactivos a cultivos virales, los cuales
los incorporan en los componentes estructurales. Las particulas virales marcadas son
lisadas y adicionadas al suero test. Los inmunocomplejos formados son posteriormente
precipitados, separados por electroforesis y visualizados por exposicion de peliculas de
Rayos-X (autorradiografia).

d) Inmunofluorescencia indirecta:
Se fijan cultivos de linfocitos T no infectados e infectados por el VIH en laminas de vidrio.
El suero testado reacciona contra los antigenos virales que se visualizan en un microscopio
de inmunofluorescencia, mediante el uso de anti-inmunoglobina humana marcada con
fluoresceina.

1.4 Sifilis

El empleo correcto de determinadas técnicas serologicas permite identificar la infeccion
sifilitica en donadores de sangre, cvitando asi la transmision de esta enfermedad por transfusion,
mediante la eliminacion de las unidades reactivas y reactivas débiles y la orientacion del estudio
médico completo de los mismos.



Se emplean en forma rutinaria dos tipos de técnicas serologicas para el diagnostico de

sifilis (25, 26, 27):

de tamizaje, parcialmente especificas y denominadas pruebas patrén o no treponémicas;
revelan la presencia de reaginas.

especificas, reveladoras de anticuerpos antitreponémicos.

Pruebas no treponémicas:

Dentro de ellas, las mas corrientemente utilizadas son las pruebas de floculacién: técnicas

VDRL Y RPR. Evidencian anticuerpos llamados reaginas, presentes en sueros de personas con
sifilis y, ocasionalmente, en sueros de personas con otros trastotnos agudos o cronicos y, también,
en situaciones fisiologicas tales como el embarazo.

Se trata de reacciones de facil realizacion, economicas y reproducibles, pero no totalmente

especificas. Estan basadas en la propiedad de las reaginas de combinarse con suspensiones
coloidales de lipidos tisulares, originando grumos cuya formacion se ve facilitada por la agitacion
de la mezcla.

a)

b)

VDRL (Venereal Disease Research Laboratory):

Es una reaccion de microfloculacion que emplea una suspension antigénica que contiene
cardiolipina, lecitina y colesterol. El antigeno suspendido en una solucion salina
tamponada forma grumos cuando se combina con anticuerpos lipoidales en suero o en
liquido cefalorraquideo. En la reaccion VDRL la suspension de antigeno se mezcla con
suero calentado 2 56°C durante 30 minutos o liquido cefalorraquideo, en laminas de vidrio
planas con anillos de parafina o ceramica. Luego de hacer rotar la lamina, la mezcla es
examinada al microscopio. La reaccion es positiva cuando se observan grumos. Todos los
sueros reactivos, débilmente reactivos o no reactivos atipicos en la reaccion cualitativa
deben obligatoriamente analizarse cuantitativamente. Los sueros que contienen grandes
cantidades de anticuerpos pueden dar resultados falso negativos en la prueba cualitativa
(reaccién de prozona), lo que se resuelve con la prueba cuantitativa (titulacion o diluciones
seriadas).

RPR (Rapid Plasma Reagin):

El antigeno se prepara con una suspension de antigeno VDRL modificada que contiene
cloruro de colina, para eliminar la necesidad de calentar el suero; EDTA, para aumentar la
estabilidad de la suspension, y particulas muy finas de carbon, como agente de
visualizacion. Para el examen, el antigeno RPR se mezcla con suero, calentado o sin
calentar, en una tarjeta con cubierta plastica. Si hay anticuerpos presentes, €stos se
combinan con las particulas lipidicas del antigeno produciendo la floculacion. Las
particulas de carbon se coaglutinan con los anticuerpos y aparecen grumos negros sobre el
fondo blanco de la tarjeta. Si no hay anticuerpos presentes, la mezcla es de color plomizo
uniforme. La reaccion positiva debe ser cuantificada por VDRL.



Reacciones falso positivas y falso negativas:

Ademas de los posibles errores en la identificacion de las muestras o en la transcripcién de
los resultados, es fundamental el empleo de protocolos de trabajo. Es preciso recordar la
existencia de VDRL falsos positivos biologicos (FBP), los cuales se observan bajo condiciones
fisiologicas tales como el embarazo (27), o en el curso de enfermedades agudas tales como virosis
diversas, tuberculosis, paludismo, etc., o cronicas como artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, lepra, etc.

Es necesario insistir también en la posibilidad de informes faiso negativos por errores
humanos o por el fendmeno ya explicado de exceso de reaginas (prozona).

Pruebas treponémicas:

Las pruebas treponémicas emplean como antigeno el Treporema pallidum vivo o muerto.
Para el diagnostico confirmatorio de sifilis en donadores, estas pruebas resultan fundamentales
para aclarar resultados dudosos o de bajo titulo obtenidos con la técnica VDRL, debido a que son
altamente especificas y sensibles.

En cambio, no son utiles para evaluar la respuesta terapéutica en pacientes, para dicha
evaluacion se recomienda la realizacion de VDRL senados, determinando la evolucion de los
titulos.

a) Microhemaglutinacién para T. pallidum (MHA-TP).

Es una hemaglutinacion indirecta basada en la aglutinacién de eritrocitos de carnero,
sensibilizados con antigeno T. pallidum | y los anticuerpos encontrados en el suero del
paciente. Antes de realizar la técnica MHA-TP, el suero del paciente se diluye en diluyente
absorbente para climinar posibles anticuerpos heterofilos de reaccion cruzada y para
eliminar, bloquear o absorber anticuerpos treponémicos no patogenos de potencial
reacciéon cruzada. Los sueros que contienen anticuerpos contra treponema patogeno
reaccionan con los eritrocitos de carnero sensibilizados con sonicado de T pallidum, cepa
Nichols, para formar un deposito granular tipo red en el pocillo de una policubeta en U.
Si, por el contrario, se forma un botén compacto en el fondo del pocillo, significa que no
ha habido aglutinacion y el resultado es negativo. Su sensibilidad y especificidad son
comparables a la det FTA-ABS (25). Es la técnica treponémica mas indicada para tamizaje
serologico en bancos de sangre.

b)  ELISA:
Se fijan antigenos treponémicos a pocillos o cubetas y se realiza la deteccion de
anticuerpos especificos como se describio mas arriba para otras técnicas ELISA.

<) Anticuerpos treponémicos fluorescentes absorbidos (FTA-Abs):
El suero del paciente, que ha sido diluido en solvente (un extracto del cultivo de treponema
de Reiter) se coloca en un portaobjeto al cual se ha fijado previamente 7. pallidum.
Si el suero del paciente contiene anticuerpos, estos se unen al treponema. Se agrega a
continuacion inmunoglobulina animal anti-humana marcada con isotiocianato de
fluoresceina, la cual se une a los anticuerpos del paciente que estan adheridos al 7.
pallidum, obteniéndose fluorescencia al examinarse al microscopio con luz ultravioleta.



Presenta una alta especificidad y sensibilidad y es la primera técnica en volverse reactiva en
la sifilis primaria no tratada. Por su costo y complejidad, esta técnica se practica
generalmente como suplementaria o confirmatoria.

1.5  Infeccién por HTLV-I/II

El virus de tipo I linfotropico para la célula T (HTLV-I) esta relacionado con el desarrollo
de leucemias/linfomas y de mielopatia cronica progresiva o paraparesia tropical espastica. Los
casos de infeccion con HTLV-I en América Latina, no siempre se observan acompafiados por
sintomas clinicos. Las formas de transmision son los mismos que para el VIH, o sea, sexual,
parenteral y perinatal.

La transfusion sanguinea es un medio eficiente de transmision, con conversion del suero
ocurriendo en 35 a 60% de los receptores que fueran expuestos a productos celulares
contaminados. Ademas, en esos casos la dolencia tiene una evolucion rapida, pudiendo surgir de 1
mes a 3 afios después de la infeccion.

El tamizaje de los donadores de sangre debe ser realizado a través de técnicas ELISA y
aglutinacion, empleandose antigenos de lisado viral, proteinas recombinantes y péptidos sintéticos.
Los ensayos que emplean lisados virales o proteinas recombinantes presentan un indice alto de
inespecificidad y reaccion cruzada con el HTLV-1I y, por lo tanto, exigen la utilizacion de pruebas
complementarias. Por esta razon, se ha recomendado la evaluacion empleandose péptidos
sintéticos especificos que, inclusive, permiten distinguir infecciones por HTLV-I de infecciones por
HTLV-I11.

Las pruebas complementarias empleadas son la inmunofluorescencia indirecta, la prueba
Western-blot y RIPA. En algunos casos, ain con la utilizacion de esas técnicas, no es posible
definir el diagnostico, siendo necesario realizar el aislamiento viral por cultivo celular o l:
deteccion de material genético del virus por PCR.

1.6 Malaria

En los humanos, la malaria es una infeccién causada por parasitos del género Plasmodium,
clase Sporozea, que se transmite por la picadura de un mosquito del género Anopheles, infectado.
Una vez que el parasito se multiplica en la corriente sanguinea e invade mas del 1% de los
hematies, ia transfusion de sangre es un medio efectivo de transmision de la infeccion.

A fin de controlar la infeccion por transfusion sanguinea, se deben considerar areas libres
de malaria y areas endémicas. En areas libres de malaria, el donador podra ser excluido a través de
la historia de infeccion previa hasta los dltimos tres afios o, si es residente o visitante de un area de
alta endemicidad, durante los dltimos seis meses. En las éreas libres de malaria, en las que existe
una migracion constante de individuos de areas endémicas, debe realizarse una evaluacion
serologica por deteccion de anticuerpos, a través de inmunofluorescencia indirecta o ELISA.
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En las areas endémicas, la gran mayoria de las personas expuestas al parasito presentan
anticuerpos anti-Plasmodium. Por lo tanto, ademas de la tradicional pesquisa de plasmodios
directamente en Gota Gruesa, estan disponibles en los bancos de sangre algunas nuevas técnicas
para la deteccion de antigenos especificos:

a) Método QBC (Quantitative Buffy Coat)
b) Método inmunoenzimatico (EIA) doble de anticuerpos policlonales 0 monoclonales (28).
Ademas de las infecciones citadas mas arriba, resulta de interés mencionar la posibilidad de

transmision sanguinea de otras infecciones a través de transfusiones de sangre o hemoderivados:
toxoplasmosis, leishmaniasis visceral, infeccidn por virus citomegalico, babesiosis y otras.

11



2. EVALUACION DE LOS METODOS SEROLOGICOS

El criterio empleado para conocer el valor diagnostico de una prueba usada para descartar
sangre a transfundir, es evaluar su capacidad para distinguir una poblacion de muestras
provenientes de infectados de otra poblacion de no infectados (29, 30).

Para el caso de algunas infecciones, existe una prueba de referencia; en otros casos, la
evaluacién debe hacerse en base a paneles de sueros de personas infectadas (cuando ha sido
comprobada la presencia del agente infectante) y sueros de personas no infectadas.

Al analizar el comportamiento serologico de dos poblaciones “ideales”, donde una de ellas
esta constituida por muestras provenientes de personas infectadas y la otra de no infectadas, si
compararamos los resultados serologicos obtenidos en ambas (como titulos, absorbancias, etc.)
con la frecuencia relativa (en porcentaje) con que estos se presentan, encontrariamos dos curvas
gaussianas bien definidas como se muestra en la Figura 1.

B = normal A = infectados

% Frecuencia

Titulos
serologicos
Figura 1- Distribucién de frecuencias de Titulos Serclégicos do dos poblaciones hipotéticas,

una Normai, B (n - 1000) y otra Infoctada, A (n = 1000), encontradas con una prueba
hipotética ideal.

Si observaramos los resultados de estas muestras hipotéticas con esta prueba serologica,
también hipotética, veriamos en el cuadro de doble entrada:
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Cuadro 2
Resultados logicos hipotéti dos con una prueba ideal capaz de
detectar  a todos los individuos infectados (poblacion A) y dar resultados no
reactivos con la poblacién de individuos normates (B).

PRUEBA INDIVIDUOS
Infectados A Normales Total
Positiva 1000
ativa 1000 1 000
Total 1 000

Sin embargo, estos datos hipotéticos ideales no son como los que se observan en la rutina
del diagnéstico serologico en los bancos de sangre. Para cualquier infeccion que se analice, suele
observarse una superposicion entre las curvas de distribucion de los individuos normales (B) y los
infectados (A), como se muestra en la Figura 2 por ejemplo.

% Frecuencia

Cut-oft Titulos

Figura 2- Distrlbuclén de frecuenclas de resultados seroléglcos semejante a como aparecen
habitualmente: una Normal (B) y otra infectada (A}, obtenidas con una prueba hipotética.

En este ejemplo sencillo la superposicion de las curvas es simétrica y el titulo de corte
{Cut-off) esta marcado en el centro. Habria aqui igual cantidad de resultados falso-negativos (area
C) que de falso-positivos (area D).

Los datos con los que se obtienen las curvas de la Figura 2, pueden ubicarse en un cuadro
de doble entrada obteniendo:

14



Cuadro 3

Resultados serolégicos hipotéticos  hallados con dos poblaci de individuos
infectados (poblacién A} y de individuos normales (poblacion B), de acuerdo con la
Figura 2
PRUEBA INDIVIDUOS
I Infectados Normalcs Total |
I Positiva 995 1003 a+h
Nc ativa 992 c+d
Total 1000 a+c 1000 b+d 2 000

Con los datos del Cuadro 3 vamos a definir los parametros mas importantes que se usan
para evaluar la bondad de las pruebas serologicas y precisar los términos que aqui se usan
(Positivos y Negativos, Verdaderos y Falsos):

2.1 Sensibilidad (S)

Definida como la proporcion de muestras positivas (reactivas) correctamente identificadas
por la prueba empleada.

Positivos Verdadcros

S = x 100
Positivos Verdaderos + Negativos Falsos

Segiin los valores del Cuadro 3,
995

S - * 100 99,5 %
atc 1000

2.2 Especificidad (E)

Definida como la proporcion de muestras negativas (no reactivas) correctamente
identificadas por la prueba empleada.

Negativos Verdaderos

E - x 100
Ncgativos Verdaderos + Positivos Falsos
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Segin los valores del Cuadro 3,

d 992
E = x 100 99.2%
b+d 1000

Definiciones:

a) Positivos verdaderos (PV):
Resultados positivos (reactivos) obtenidos con las muestras de individuos infectados.
Corresponde a la casilla "a" del Cuadro 3.

b) Positivos falsos (PF):
Resultados positivos (reactivos) obtenidos por la prueba con las muestras de la poblacion
normal. Corresponde a la casilla "b" del Cuadro 3.

c) Negativos falsos (NF):
Resultados negativos (no reactivos) obtenidos por la prueba con las muestras de la
poblacién de infectados. Corresponde a la casilla "c" del Cuadro 3.

d) Negativos verdaderos (NV):
Resultados negativos (no reactivos) obtenidos con las muestras de individuos normales.
Corresponde a la casilla "d" del Cuadro 3.

€) Prevalencia (de la infeccion) (P):
Proporcion de individuos infectados en un momento dado en el total de la poblacién
estudiada.

Segun el Cuadro 3, seria.
a+c 1000

r - x 100 50%
n 2000

Los datos de prevalencia de cada infeccion se obtienen por areas y para cada momento en
¢l tiempo, generalmente en grandes muestreos epidemiolGgicos.

Otros parametros importantes para evaluar una prueba son los de valores predictivos (de
Positivos y Negativos) que tienen en cuenta, ademas de la sensibilidad y especificidad de una
prueba, la prevalencia de la infeccion en el area donde se usara.

2.3 Valor predictivo positivo (VPP)

Es la probabilidad de estar infectado que tiene un individuo, cuando el resultado de la
prueba que se le practicara ha resultado reactivo.
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Segin el Cuadro 3, como VPP es la proporcion de individuos con resultados positivos
correctamente diagnosticados por la prueba, seria:

a 995
VPP - - x 100 - 992%
a+b 1003

Del mismo modo se calcula el valor predictivo negativo (VPN)

2.4 Valor predictivo negativo (VPN)

Es la probabilidad que tiene un individuo de no tener la infeccion que detecta la prueba,
cuando el resultado de la misma es no reactivo.

Segin el Cuadro 3, como el VPN es la proporcion de individuos con resultados negativos
correctamente diagnosticados por la prueba, seria:

d 992
VPN - x 100 - 99,5%
c+d 997

Veremos con tres e¢jemplos hipotéticos de poblaciones con diferentes prevalencias para una
determinada infeccion, el comportamiento de una prueba diagnostica, medido por estos
parametros o indicadores:

a) Prevalencia de 10%
PRUEBA INDIVIDUOS
Infectados (A) Normales (B) Total
Positiva 995 1 067
Ne ativa 8928 8933
Total 1 000 9 000 10 000
995 8928
S = x 100 - 99,5% VPN  — = 100 99,94%
1000 8933
8928 995
E = x 100 99.2% VPP = x |00 9325%
9000 1067
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b) Prevalencia de 1%
PRUEBA INDIVIDUOS
Infectados (A) Normalcs (B) Total
Positiva 995 792 1 787
Ne ativa 98 208 98 213
Total 1000 99 000 100 000
995 98208
S x 100 - 99,5% VPN — x [00  9999%
1000 98213
98208 995
E - x 100 992% VPP = x 100 55,68%
99000 1787
<) Prevalencia de 0,2%
PRUEBA INDIVIDUOS
Infectados (A) Normales (B) Total
Positiva 995 399 4987
Ne ativa 495 008 495013
Total 1 000 499 000 500 000
995 495008
S - x 100 99.5% VPN x 100 99.99%
1000 495013
495008 995
E- * 100 - 992% VPP - x 100 ~19,95%
499000 4987

Los ejemplos desarrollados mas arriba nos muestran que, si se aplica la misma prueba en
poblaciones diferentes, con su sensibilidad y la especificidad invariables, sus valores predictivos
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positivo y negativo se presentaran drasticamente modificados de acuerdo con la prevalencia de la
infeccion estudiada en esa poblacion.
Esta probabilidad se calcula segun el tecorema de Bayes:
SxP
VPP -

SxP +(1-E)x(1-P)

E(l-P)
VPN

E(1-P) + (1-S)x P

Estas variaciones de los valores predictivos para una prucba con sensibilidad del 99,5%
y especificidad de 99,2%, con diferentes valores de prevalencia. se muestran en la Figura 3.
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Figura 3- Grafico de valores pedictivo positivo (VPP) y predictivo negativo (VPN), utilizando
prucbas con una sensibilidad (S) del 99,5% y una especificidad (E) del 99,2%, con prevalencia

2.5 Determinacion del titulo de corte (Cut-off)

Conocidas la sensibilidad y especificidad en las condiciones de calibracion elegidas y
fijadas, s selecciona el titulo de corte de la prucba para el reactivo y condiciones usadas con un
panel de sueros de referencia
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El titulo de corte debe estar en una zona intermedia entre aquellas donde se ubican los
resultados reactivos (positivos) y los no-reactivos (negativos), de los sueros de referencia
correspondientes. Habitualmente se calcula como: el valor promedio de los resultados de los
sueros negativos + 2 6 3 desviaciones estandar de los mismos.

El titulo de corte debera elegirse para cada prueba y antigeno, de manera que asegure
las caracteristicas mas adecuadas del ensayo para el proposito del diagnéstico serologico.

Por ejemplo, para realizar el tamizaje de sangre para transfusiones podria aceptarse una
baja proporcion de positivos falsos, pero ningin negativo falso.

2.6 Pruebas de concordancia

Cuando se requiere la evaluacion de varios reactivos o diferentes métedos frente a un
mismo panel de sueros de referencia, se usan estudios de concordancia (o eficiencia), como, por
ejemplo:

a) indice Kappa:
Tomemos como ejemplo la comparacién de un método en estudio con otro de
referencia, con un panel de 50 sueros:

PRUEBA DE REFERENCIA
PRUEBA INDIVIDUOS
Infectados Normales Total
Positiva 23 23 at+b
Ne ativa 21 d 27 c+d
Total 29 atec 21 b+d 50

El indice Kappa es un test de concordancia que se basa en la comparacion de indices de
concordancia esperado (pe) con los indices de concordancia observados (po).

Se calcula de la siguiente manera:
po - pe a+d

donde po
t-pe
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@+ (@49
n

Concordancia en el caso de positivos (p) =

Concordancia en el caso de negativos (N ) — (c+d) - {(a+c)-P}

P+N
- Concordancia en el caso (pe)
n
po - pe
indice Kappa -
1-pe

Luego obtendremos los valores:

23 + 21
po = 0,88
50

P l(za c0) (@346
50 50

‘r50-0,27x50' 13

N (6+21)-[(23+6)-13]-27 [29-13] 1i

13 + 11
pe 0,48
50
0,88 - 0,48
0,77
1 0,48

El indice de concordancia Kappa (x) puede clasificarse en 5 grupos distintos:

Concordancia Kappa
| Dechiciente <0,20
2 - Regular 0,21-0,40
3 Moderada 041 0,60
4 - Bucna 0.61-080
5 - Muy bucna 0.81-1,00

En la practica, cualquier valor de Kappa <0,5 acusa una baja correlacion (3/, 32) Otro
problema del indice Kappa es el de que los valores dependen de la proporcion (prevalencia) de las
muestras de cada.categoria, haciendo que no sea posible la comparacion de diferentes indices
procedentes de estudios distintos.
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Prueba de MacNemar:

Cuando se comparan dos diagnosticos de prueba con las mismas muestras, las
sensibilidades y especificidades pueden aparearse; la prueba de McNemar se utiliza para la
comparacion de datos apareados, conforme al ejemplo abajo indicado, comparando los
resultados de 192 sueros sometidos a prueba para IFI y HAL

PRUEBA A PRUEBA B
(IF1) (HAD)
Positiva Negativa Total
Positiva 69 87 atbh
Negativa 30 36 c+d
Total 75 a+e 117 b+d 192

s discordantcs, donde A cs positiva y B negativa (celda &)
s discordantcs total (ccldas & + ¢)
un bucn desempeiio de la prucba de McNemar (31), se aconseja un mimimo de 20 pares discordantes (nl) > 20).

:ado de la prueba se obtiene con la formula siguiente:

(InA nD]-0,5)

x? 2 X2 005 Crit. 3.84
(Nd)
4
(187-93]-0,5)
x? 2 87-465 -05 68,82 P <0,0001
93 23,25
4

Otras pruebas estadisticas usadas en la evaluacién de pruebas serolégicas y de sus

reactivos: Su aplicacion y calculo puede encontrarse en la bibliografia especializada (30,
31,32 33

Las de uso mas frecuente son:

- Test de Student (1)

- Analtsis de variancia (ANOVA)
- Prueba del Xi-Cuadrado (x?)

- Prueba exacta de Fisher
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3. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS DATOS SEROLOGICOS

3.1 Medidas de posicién y variabilidad de los datos

Si se repite una medida con todos los cuidados recomendados, por un mismo operador y
condiciones, los valores obtenidos no seran idénticos. Esos valores se distnbuiran alrededor de
uno mas frecuente, que cuando el nimero de medidas es suficientemente grande, la representacion
grifica de estas frecuencias versus sus valores, se acerca a la clasica campana de Gauss o de
distribucion normal (Figura 4).

% Frecuencla

]
1
s% | 1 135%

1 i 1]

1 % 1 2.35%

) T
' s aads X 14s
' 68%
1 -2 ds +2 ds
1
‘ 95%
t-3ds +3ds |

. 99.7%
Figura 4 - Curva de distribuielén normal (gausslana) con la modia (%) y las areas cublortas por
hasta 3 desvios estandar (ds).

En esta distribucion normal o gaussiana, el area comprendida entre la Media (X) + 1
desviacion estandar representa cerca del 68% del area total. O sea, el 68% de las mediciones se
estiman comprendidas en ese rango.

St se considera el area comprendida entre (X) + 2 desviacion estandar, se abarca cerca del
95% de las mediciones.

Las medidas de posicion y variabilidad que se definen son la media aritmética o media. la
desviacion estandar y el coeficiente de vanacion.

Media aritmética o media  : Es ¢l valor promedio del conjunto de las mediciones (Xi).
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La variabilidad o dispersion de los datos, o sea su precision, se miden con:

Desviacién estandar ds Es una mcdida dc! alcjamicnto de los datos del valor promedio.
. 2
ds (Xi X))
(nl)
Coeficiente de variacion CV Es la desviacion relativa de los datos respecto del valor promedio.
cv ds x_ 100
X

3.2 Datos Geométricos

Algunos métodos serologicos cuantitativos usan diluciones al doble de suero (1/2, 1/4, 1/8,
etc.) y se considera titulo del ensayo a la reciproca de la mayor dilucidon que da resultado
REACTIVO. Este es ¢l caso de HAI e IF], por ¢jemplo. Cuando se analiza con ellos una muestr:
repetidamente, los datos obtenidos como resultados se distribuiran en forma aproximada a ¢
campana de distribuciéon normal si, previamente, se los convierte a logaritmos. Estos se conocen
como datos geométricos (33).

Una vez transformados a logaritmos, el tratamiento estadistico es, basicamente, el mismo
que antes, pudiendo determinarse el valor promedio de los resultados hallados o media geométrica
{X,) y la desviacién estandar geométrica (ds,) de los mismos, cuyos significados son equivalentes
alosde X y ds para la distribucion normal.

n n
E log, = Z log, =
I -0 .. . .
X, o para la obtencion del titulo medio X, = antilog 1o
n
Z( log, a log, xg ¥
-0
d.s" o cn titulos
n D
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n
Y(log, m log, xg)?

dsg antilog ¢

= D
Los titulos y ¢l log, (logaritmo base 2) para algunas dilucioncs son:

Dilucion  Titulo  log, Titulo

112 2 |
1/4 4 2
1/8 8 3
1716 16 4
1132 32 5
1/64 64 6
1/128 128 7
17256 256 3
14512 512 9
171024 1024 10
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4.1

4. CONTROL DE CALIDAD Y GARANTIA DE CALIDAD

Errores, precisién y exactitud

Los procesos analiticos, como todos los procesos productivos, se hallan afectados por

muiltiples causas de error; ellos deben ser detectados para poder corregir los procedimientos. A esto
apuntan todas las medidas de control y garantia de calidad que luego definiremos.

Los métodos serologicos y las mediciones que se realizan en el laboratorio, estan afectados

por errores de diverso origen que, de manera general, se agrupan en errores aleatorios y errores
sistematicos (37, 32):

a)

Errores aleatorios:
Son impredecibles, inherentes a toda medicién. Su mayor o menor magnitud es la precision
del método o medicidn; es una medida de la repetibilidad de los mismos.

Los resultados de un ensayo con alta precision se hallan concentrados en torno a la media,
como lo tlustra la Figura §.

a- Alta precision b- Baja precisién

% Frecuencia

Figura 5 Curva de distribucion normal en muostras sometidas & métodos seroidgicos de
aita (a) y baja (b) precision. Obsérvese quo on la curva a los resuitados se hallan muy
concentrados alredodor do la media, con un pequeno desvio estindar.

Los parametros con que se cuantifica la precision son las medidas de posicion vistas en el
Capitulo 3.
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b) Errores sistematicos:

Son errores "groseros”, que es posible prevenir. Son los generados por desempefio
inapropiado del operador, uso de materiales inadecuados o defectuosos, aparatos mal
calibrados, etc. Pueden ser detectados por controles externos y el parametro que los mide
es la exactitud. Generalmente se la define como la cercania de los valores obtenidos con
un método o mediciones al "verdadero valor” (sesgo). Este verdadero valor seria el
obtenido con un método patron, al que se reconoce un sesgo igual a cero y con un
significativo nimero de mediciones.

El analisis de estos errores puede también hacerse con graficos (Grafico de precision),
mostrando las diferentes posibilidades:

1.

Precisa y Exacta:
Muestra un buen desempefio de la prueba y del laboratorio que la realiza. Es una
situacion ideal que deben alcanzar todos los servicios de serologia.

Imprecisa y Exacta:

Muestra variaciones en el nivel de desempeio de las personas que ejecutan una
prueba, aunque los resultados no fuesen de valor real. La mejora del desempeiio
puede lograrse mediante el uso de programas internos de control de calidad

Precisa e Inexacta:

Indica que los componentes de un laboratorio ejecutan un proceso de manera
semejante pero cometen siempre un error sistematico. Su desempeiio puede
rmejorarse por medio de la implantacion de programas externos de control de la
calidad.

Imprecisa ¢ Inexacta:

Indica la presencia de errores brutos, tanto aleatorios como sistematicos, con
graves repercusiones técnicas, resolviéndose el problema con la implantacion de
programas internos y externos de control de calidad.

4.2 Garantia de calidad y evaluacion del control de calidad

Es muy importante definir adecuadamente estos conceptos, porque su conocimiento es
basico para programar las acciones que aseguren la confiabilidad de los resultados serologicos (34).

La calidad de un producto o servicio se define como el conjunto de caracteristicas que
satisfagan las necesidades establecidas para ese producto o servicio (International Standardization

Organization).

En el caso del diagnostico serologico de la sangre a transfundir, la calidad esta dada por la
validez o confiabilidad de sus resultados.
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1- Precisa 2- Imprecisa 3- Precisa 4- Imprecisa
y Exacta y Exacta e Inexacta e Inexacta

Grafico de Precision

Garantia de calidad:

Se refiere a un programa completo que asegure que el resultado final informado por el
laboratorio sea confiable y atil. Abarca las politicas que orientan la planificacion de
acciones tales como:

L4 organizacion establecida del personal y de cada area, con responsabilidades bien
definidas;

L] establecimiento de procedimientos operativos estandar para todas las tareas;

L] documentacion de deteccion de errores y de las medidas correctivas adoptadas;

entrenamiento y actualizacion permanente del personal;

L establecimiento de metas de calidad y evaluacion de su cumplimiento.

Evaluacién de la calidad:

La evaluacion del desempeiio del laboratorio puede hacerse mediante diferentes técnicas
de control externo, efectuadas por los centros referenciales en cada pais. Muchas veces,
se hace sindénimo de evaluacion a una de esas técnicas, las pruebas de desempeiio, que es
una forma de evaluacion con encuestas de sueros control, programadas, como veremos en
control externo.

Control de Calidad:
Representa las actividades y técnicas operativas desarrolladas para cumplir con los
requisitos de calidad establecidos. Se refiere a los procedimientos de control que operan
sobre cada uno de los multiples factores que pueden incidir en los resultados del
diagnostico serologico.
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4.3 Monitoreo de los procesos del diagnéstico

Todos los procesos analiticos deben controlarse mediante la comparacion con sueros de
control (21, 35). Existen, basicamente, dos maneras de hacerlo: con los controles diarios
planificados por cada laboratorio (control intemo) y con los programas interlaboratorio (control
externo) planificados por un laboratorio de referencia.

4.3.1  Control interno y curvas de control

El control interno (CI) de la calidad tiene por objetivo asegurar el camplimiento de todos
los procedimientos establecidos para el trabajo del laboratorio y el monitoreo de la precision de los
resultados (construccion de curvas de control) con el propésito de detectar y de corregir eventuales
errores,

Un programa de control interno debera contemplar:

L4 Controles multiples y acciones, que se veran sistematizados en el capitulo sobre
buenas practicas de laboratorio (Cuadro 4),

L4 Monitoreo diario de los procesos analiticos mediante sueros control y
construccion de curvas de control;

Participacion en programas de control externo.

Cuadro 4
Principales normas utilizadas para implantar un programa de control de calidad, scgiin las buenas practicas de
laboratorio (8, 34)

Composicion y organizacion del personal del laboratorio

Formacién y actualizacion técnica del personal

Elaboracién del Manual de Procedimicntos Operacionales (MPO)

Seleecion de métodos analiticos adecuados

Coleccion, identificacion, almacenamiento y transporie de muestras

Mantenimiento y control periedico de equipos, pipetas y materiales volumétricos
Descontaminaci6n, limpieza y csterilizacion de los materiales en uso (vidrios y equipos)

Control de los reactivos

N = e - TV R V- R N ]

Normas de seguridad

s

Controles internos y externos

—_

Evaluacién constante de mejorias @enicas
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Curvas de Control

El monitoreo diaric del proceso analitico para cada prueba, se realiza a través de la
evaluacion de dicha prueba con sueros de control, construyendo curvas con la repeticion diaria de
los resultados de estos sueros.

Los sueros de control son sueros individuales o "pooles”, preparados por cada laboratorio
o por laboratorios de referencia, reactivos (bajo y alto) y no reactivos para la prueba que se controla,
alicuotados y conservados de tal modo que se asegure contar con el mismo espécimen en repetidas
mediciones diarias para unos meses como minimo (8, 35).

Los sueros de control deben ser limpidos, libres de hemélisis y estar debidamente filtrados.
Para mantener la estabilidad de los mismos, asegurando que se incorporen al control diario réplicas
idénticas de una muestra, se deben guardar alicuotados, congelados y pueden adicionarse
estabilizantes y/o bacteriostiticos como: azida sodica, merthiolate, glicerina, etilenglicol o
Bronidox®.

a) Construccion de las curvas de control;
En una primera etapa se deben calcular la media y la desviacion estandar para tos sueros de
control. Para esto se realizaran 30 determinaciones diferentes de los mismos y calcular X
y ds como se explico en el capitulo anterior. El grafico tendra entonces estas medidas como
base. Las cotas inferior y superior para los valores seran X = 2 ds como se muestra
ejemplificado en la Figura 6.

T rooT T
6 9 10 11 12 13 14 15
Dias

Figura 6- Grafico de control del suero estandar (titulo) como rutina diaria de evaluacion (control
interno de la calidad).
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La aplicacion diaria de esta curva muy simpic permite al laboratorio observar cuando se producen
irregularidades reflejadas en los valores del mismo suero de control repetido, para cada prueba:

® el valor obtenido se halla fuera del limite £ 2 ds.

varios valores consecutivos muestran una tendencia al alza, o sea, valores
cercanos al limite superior.

varios valores consecutivos muestran tendencia a la baja, o sea, valores cercanos
al limite infenor.

La Figura 7 muestra una curva de control con irregularidades en los resultados.

+2ds ——=—m=————————————————————m - S mssmees
A
a A
a— A
X
A
‘ . .
2dspm—mmmmm e m—
R o1 T 1 1 1 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias

Figura7- Demonstracion de irregularidades detectadas por el grafico de control, conforme el texto.

b) Método de la suma acumulativa:

A partir de la media calculada (tal como se calcuté en la curva de control), réstese el valor
hallado cada dia con el suero de control, del valor de la media y coloquese en el grafico la
diferencia. En una rutina normal, si los valores estuvieran proximos a la media,
encontraremos diferencias positivas y negativas, cuya suma sera cercana o igual a cero, con
una curva como se ejemplifica en la Figura 8a. En el caso de tener resultados anOmalos,
se observa una tendencia a la inclinacion de la curva que sera significativa cuando sobrepasa
el limite de + 2 ds, como se muestra en la Figura 8b.
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+2ds —————————m
A
- A
X
A A
A
A A 'Y
~-2ds ——m———— e
1
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
A
L e e R —— ——a &
P S
A A A
A A
A, R
A
A
-2 ds~ L P a
A A A
4 4
T T 1 1 T | 1 1 i ]
1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15§
Dias

Figura 8- Método de suma cumulativa, con los resultados normales (a) y anormales (b).

c) Analisis fuera de control y medidas cerrectivas:
Cuando los resultados de los sueros de control caen fuera de los limites establecidos, debera
contarse con un esquema de decisiones a tomar, segin sea la anomalia que aparezca.
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+2ds - e e
A
X
A A A
A A A
28 e e
4 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
]
| .
t 2 dsSpmm e e e —— A A
| S
a A A
_ 1 a
X
A
N
A
2dg = Q—-—A—-——A———-A ———————————————
A Fy A
A

i 1 1 I 1 1

1 2 3 4 5 6 7 8% 9 10 11 12 13 14 15
Dias

Figura 8- Método de suma cumulativa, con los resultados normales (a) y anormales (b).

c) Analisis fuera de control y medidas correctivas:
Cuando los resultados de los sueros de control caen fuera de los limites establecidos, debera
contarse con un esquema de decisiones a tomar, segun sea la anomalia que aparezca.
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Normalmente, se rechaza el proceso cuando:

los resultados de los controles superan el limite de + 2 ds.

1 d el 10% o mas de los resultados de los suero de control se ubican
consecutivamente cerca del limite superior, o bien consecutivamentc cerca del
limite inferior.

Cuando se detectan estos valores anomalos debera revisarse todo el roceso

detectar el o los errores tomar medidas correctivas.

4.3.2

Control Externo

Se trata de diferentes procedimientos que realizan los laboratorios referenciales para evaluar

el desempefio de los laboratorios periféricos. Es muy importante que todos los laboratorios tengan
control extemo, pues solo mediante este tipo de controles puede detectarse el sesgo (corrimiento del
valor verdadero) en los resultados.

A continuacion, se describen los procedimicntos de control externo mas usados vy

recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (36, 37).

a)

b)

Auditorias:

De acuerdo al tipo de organizacion que se establezca en cada pais, los laboratorios pueden
solicitar una auditoria al iaboratorio referencial o disponerla como obligatoria. El auditor
debera revisar los aspectos organizativos, los métodos analiticos y los procedimientos de
control de calidad establecidos El resultado de la visita al laboratorio debera constar en
un informe final que incluya el analisis de eventuales errores y sus posibles correcciones.

Otro sistema de auditoria consiste en las auditoria de pares, donde los servicios de nivel
semejante se someten a inspecciones reciprocas constantes, efectuadas por los miembros
que tengan funciones y cargos semejantes

Control con paneles de sueros:

El control consiste en paneles de sueros, previamente analizados, que un laboratono envia
al laboratorio de referencia (LR) para comprobar sus resuitados, o bien, paneles de sucros
preparados por el LR y enviados para su analisis al laboratorio periférico. El método tient
como ventaja que el control se puede efcctuar sobre un nimero considerable de muestras.
Una limitacién muy importante es lo costoso dc la preparacion de tales pancles en
condiciones de seguridad y estabilidad.
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Sistema de encuesta con sueros de control:

El laboratorio de referencia prepara sueros de control, garantizando la homogeneidad de
sus alicuotas y la estabilidad de las muestras que son enviadas a los laboratorios
participantes. Los laboratorios deben analizar, junto a sus muestras de rutina, estos sueros
de control, seguin instrucciones. Los sueros enviados a cada laboratorio son generalmente
pocos, 2 a 4 muestras por andlisis. Los resultados, remitidos por los participantes, son
analizados por el laboratorio referencial, habitualmente con la asignacion de un codigo para
proteger su privacidad.

Del anilisis de un conjunto de laboratorios suficientemente grande, surgen valores promedio
confiables; las desviaciones individuales de éstos se pueden considerar sesgadas. Este tipo
de control tiene la ventaja primeramente mencionada de la garantia de calidad de los
especimenes. Su limitacion es el nimero de muestras que se analizan. Para superarla, estos
controles deben ser hechos bajo un programa y con una frecuencia adecuada (trimestral o
mensual).
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5. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO

Las buenas practicas de laboratorio (BPL) describen un conjunto de normas que deben
observarse en un laboratorio que analiza sangre para transfusiones, cuando se efectiia cualquier
procedimiento, desde la recoleccion de las muestras hasta la produccion de un informe.

Se trata de considerar cuidadosamente cada una de las etapas del trabajo del laboratorio y
desarrollarias segin procedimientos descritos detalladamente (8, 2/, 34, 35).
Basicamente, estas BPL establecen el uso de:

métodos evaluados y normatizados adecuadamente,
por personal entrenado,
siguiendo procedimientos operativos estandarizados y

monitoreando permanentemente la calidad de los resultados.

Las BPL, como las buenas practicas de manufactura utilizadas en la industria, han surgido
de la expeniencia de numerosos laboratorios, de estudios y controles para demostrar su bondad y se
optimizan del mismo modo.

5.1 Formacién y actualizacion técnica del personal

La seleccion del personal, su formacion v la asignacion de funciones, deben ser atribuciones
de la conduccion del laboratonio para poder cumplir con los objetivos y planes de la institucion. Para
asegurar la confiabilidad de los resultados del laboratorio, es esencial contar con personal competente
en cada area, que posea una adecuada formacion técnica y tenga acceso a una actualizacion
permanente.

Es recomendable que tanto el personal técnico, responsable de la ejecucion de
procedimientos de diagndstico y control de calidad, como el personal de apoyo que realice tareas de
limpieza o mantenimiento, conozcan claramente su rol en el equipo de trabajo asi como el del
conjunto del laboratorio. La comunicacion permanente de los distintos niveles de responsabilidad
permite controlar la observacion de los procedimientos establecidos y de las medidas de segundad,
asi como la optimizacion de los mismos con el aporte de cada experiencia.
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5.2

5.3

Seleccion de métodos analiticos y reactivos
Debera hacerse teniendo en cuenta:
la infeccion que debe detectarse;

L los métodos con que se cuenta en ese momento, debidamente evaluados y
normatizados,

° la prevalencia de dicha infeccion en la zona donde se efectuen los diagnosticos,
para calcular la posibilidad de tener falsos negativos;

L4 que los reactivos estén debidamente aprobados en el pais por los laboratorios de
referencia o de controles;

L4 que se utilicen partidas de reactivos controladas.

Muestras: recoleccidn, identificacién, estabilidad, almacenamiento y transporte
Muestras de sangre, suero o plasma:

En todos los casos se tendra la precaucion de estandarizar las condiciones en que se

encuentra el paciente para la toma de muestras.

El personal que realiza |a toma de muestras debera estar calificado para esta tarea y seguir

todas las medidas de seguridad indicadas.

Es muy importante establecer un sistema a iado de identificacidén de las muestras y

los datos de cada paciente, con control doble de cada informacion.

Suero:
La sangre debe recogerse en tubo limpio y seco, debidamente rotulado. Luego de la
retraccion del coagulo a temperatura ambiente, se centrifuga a 3000 rpm durante 15

minutos, para separar las células.

Plasma:

El tubo contendra el anticoagulante adecuado, heparina, EDTA o citrato; luego se
separaran las células, como se indico para el suero.
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Estabilidad y almacenamiento:

Las muestras de suero o plasma deben preservarse del calor y de la contaminacion por
microorganismos, para conservar la estabilidad de los anticuerpos que luego seran
determinados. Guardar en heladera y, si las muestras fueran a ser analizadas después de 3
dias, refrigerarlas.

Suero:

Puede conservarse puro o con soluciones estabilizantes como glicerina, etilenglicol o
Bronidox®. La adicion de soluciones bacteriostaticas (azida sodica o merthiolate acuoso)
en concentracion final 1:10.000 se realizara cuando las muestras deban transportarse a
temperatura ambiente o en zonas calidas. Si se practica el ELISA, no se debe usar la azida
sodica.

Para el almacenamiento por periodos muy prolongados (afios), es conveniente hacerlo a
50-70 °C bajo cero, en alicuotas, en tubos con tapa hermética, con la adicién o no de conservadores.

Todo transporte de muestras debera hacerse respetando las normas de seguridad, que se
detallaron en el capitulo 6 y aquellas que aseguren su estabilidad

5.4 Control de reactivos e insumos

Todos los insumos que se preparan en el laboratorio (agua destilada, soluciones reguladoras,
de acidos y bases, de colorantes, etc), deberan estar de acuerdo a procedimientos y formulas
detallados en manuales disponibles en todo momento. Deberan corresponderse con los mismos, en
composicion, tipo de envase y lugar de almacenamiento y adecuada identificacion.

Composicion:

Las formulaciones deberan prepararse siguiendo estrictamente las instrucciones de la técnica
que lo requiere y que debera constar en manuales disponibles en el laboratorio. No deben
introducirse cambios en las formulas o los procedimientos de preparacion, que no estén
autorizados por el responsable y registrados.

Estabilidad:

Para obtener la mejor conservacion de los reactivos, éstos deberan tener envase y
almacenamiento apropiados. Siguiendo siempre las instrucciones escritas, se usaran los
envases requeridos (por ejemplo, de vidrio de color oscuro, o hermético, etc.) y se
almacenaran adecuadamente (por ejemplo, a bajas temperaturas, protegidos de la humedad
o de la luz).
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Identificacion:

El rotulo del envase debera informar sobre: contenido, titulo o concentracion, fecha de
elaboracién y. eventualmente, precauciones especiales. Es importante proteger la etiqueta
del deterioro que pueden producir liquidos o gases corrosivos o de la humedad de espacios
frios

Insumos y materiales:

Debera implementarse un registro de especificaciones estrictas, que deberan cumplir los
insumos y matenales 1ales como:

L4 drogas (aqui, especialmente, se requieren especificaciones pormenorizadas de
analisis v grado de pureza, tipo de envase, €ic.),

L] jeringas y agujas;

] policubetas para HAl 0 ELISA;

L portaobjetos para IFT,

L papel de filtro y todo otro insumo o material que el laboratorio consuma

Agua:

El agua corriente emplcada en el laboratorio debe ser purificada.  Existen diferentes
clasificaciones de grados de pureza, asi como diferentes requerimientos de calidad de agua,
sepun las tecnicas que se desarrollen en cada laboratorio.

I:n el Cuadro 5 se presenta la clasificacion de las especificaciones en tres tipos, recomendada

por el Colegio Americano de Patologos (CAP), para los siguientes procedimientos:

Tipo

Tipo 1l

Tipo I

Preparacion de soluciones reguladoras de referencia
Reconstitucion de materiales liofilizados

Enzimologia

Procedimientos serologicos y microbiologicos
Preparacion de soluciones reguladoras, colorantes,etc.

L.avado de material de vidrio
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Cuadro 5§

Especificaclones Tipo | Tipo 11 Tipo 1

Conductividad especifica, 0.1 20 5.0

micromhs/cm (maximo)

Resistencia especifica. 0.2

megaomhs/cm (minimo)
Silicatos, mg/l (maximo)

Metales pesados, 0.0 0.0t 0,01

mg/’! (maximo)

Otros requerimienios (comunes a los 3 tipos).

Sustancias reductoras de permanganato Prueba negativa

Ph 6,0-6,7

Dureza Negativo

Amoniaco Menos de 0,1 mg/l
Dioxido de Carbono Menos de 3,0 mg/l
Bacterias (cultivo, recuento de colonias) Tan bajo como sea posible
a) Métodos de purificacién del agua:

Basicamente se emplean tres métodos, o combinacion de estos:

Destilacion:

Comprende los procesos de calentamiento del agua, vaporizacion y condensacion del vapor
de agua. Los destiladores mas usados son de acero inoxidable o de vidrio. La desventaja
principal del sistema es que no elimina las impurezas no volatiles.

Desionizacion:

Es un proceso continuo de paso del agua a través de resinas de intercambio idnico, que la
liberan progresivamente de iones. No elimina, sin embargo, componentes organicos,
microorganismos ni particulas materiales.

Osmosis inversa:

En este proceso el agua pasa por una membrana semipermeable que retiene particulas, tanto
organicas como inorganicas. La desventaja consiste en que solo alcanza un rango de
eficiencia de 90-95%. Existen disponibles en el comercio, sistemas integrados por unidades
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b)

5.5

de osmosis inversa y otras de filtros de carbon activado, de resinas de intercambio iénico
y de membranas de 0,22 milimicras de diametro de poro, por gjemplo.

Control de reactives inmunotlogicos:

Los reactivos que se comercialicen en cada pais, deberin pasar el control de calidad
realizado por el Centro de Referencia Nacional; seguir estrictamente las instrucciones del
productor en la realizacion del ensayo; no modificar las cantidades del reactivo o sueros;
usar solo las soluciones reguladoras u otras que provea el equipo o prepararlas segun lo
requiera el mismo

Manuales de procedimientos y registros de datos
Los procedimientos y métodos estandarizados para cada tarea, siempre deben estar
disponibles por escrito en el laboratorio, para ser utilizados por ¢l personal técnico. Estos
Manuales de Procedimientos Operativos (MPO), en inglés Standard Operating Process
(SOP), deberan contener la descripcion clara y detallada de:
L Las técnicas que se realizan en forma rutinaria;

La preparacion de los reactivos correspondientes;
° Las medidas de seguridad,

Los procedimientos de control de calidad.
Estos MPO deben respetarse estrictamente, sin introducir ningin cambio no autorizado
Si fuera necesario realizar eventuales cambios en las técnicas, debera constar la fecha y el

nombre del responsable que los introdujo.

Deberan registrarse diariamente en planillas o cuaderno especiales,los cambios de lote de
reactivos de diagnostico, de soluciones buffer u otras.

También se registraran aqui cualquier cambio de partida o marca de materiales que tenga
importante incidencia en los resultados (por ejemplo, de policubetas).

El registro de datos det paciente y los resultados deberan asentarse en libros que se guarden
por el pericdo que marque la ley en cada pais, respetando la correspondencia con cada
namero de analisis;

® Nombre y apellido;
® Fecha de toma de la muecstra;
L] Muestra tomada en el laboratorio o remitida.
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5.6

Es muy importante que en el informe final, ademas de los datos completos y correctos, s¢
indiquen los métodos con que se ha analizado la muestra y, junto a los resultados, los
valores normales o indicaciones para la toma de decision.

Programa de mantenimiento y controles periédicos de equipos y materiales

Se debe contar con un programa anual de mantenimiento y control preventivo de los

aparatos y equipos del laboratorio, tales como:

Destilador o desionizador:
Limpieza del primero y regeneracion de la columna en el segundo, segin las instrucciones
del fabricante y teniendo en cuenta la calidad del agua que llega al laboratorio.

Heladeras con eladores:
Control del buen estado de las conexiones y lineas eléctricas; descongelamiento segun
instrucciones del fabricante.

Baiios termostdticos:
Limpieza y recambio del agua desionizada.

Autoclaves:
Limpieza, control de los conductos y conexiones para el gas, del mecamsmo de cierre y de

segundad.

Microsco ios 0 ticos de inmuno uorescencia:
Limpieza y calibracion de sus sistemas mecanicos, opticos y eléctricos.

s ectro otometros ara olicubetas de ensa os inmunoenzimaticos:
Calibracion y controles.

Balanzas de recision;
Limpieza y calibracién.

Pi etas mecanicas de unta descartable:
Calibracion y controles; eventuales cambios de sellos y lubnicacion.

Se deberd realizar una programacion de estos controles periddicos y servicios de

mantenimiento, coordinando las tareas del personal de mantenimiento del laboratorio y las de los
profesionales y técnicos, para poder cumplir con los controles y el mantenimiento sin afectar el
trabajo de rutina.

En todos los equipos debe existir informacion con el nombre del responsable y los nameros

de teléfono que puedan servir para contactarlo durante las 24 horas.
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Esta programacion podria tener, por ejermplc, la siguiente periodicidad:

Diaria:
- Inspeccion por parte del operador y antes de la puesta en marcha o uso de:
destilador o desionizador;
espectrofotometro,
autoclave;
balanzas;
. pipetas mecanicas.

Semanal:
Cambio de agua y limpieza de bafios termostaticos,
Limpieza de autoclave.

Mensual:
- Calibracidon de espectrofotometros;
Calibracion de pipetas mecanicas,
Limpieza y control de balanzas.
Trimestral:
Limpieza de destilador;
Eventual cambio de la columna del desionizador;
Descongelamiento y limpieza de heladeras.
Semestral:
Descongelamiento y limpieza de congeladores;

Control general de la instalacion eléctrica y de gas.

Anual:
Calibracion de microscopios y balanzas de precision.

5.7 Mediciones volumétricas y diluciones

Las principales recomendaciones generales para minimizar errores en la medicion de
volumenes con pipetas y de la preparacion de diluciones para los ensayos seroldgicos incluyen:

° Jamas pipetear con la boca;
Usar propipetas mecanicas (de goma o plastico) o eléctricas;

® Usar siempre pipetas perfectamente limpias;
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Realizar lentamente la absorcion y expulsion de los liquidos, con la punta de la pipeta
apoyada en la pared del tubo;

Medir el envase con la pipeta en posicion vertical, con el menisco a la altura de los ojos del
operador;

Usar pipetas con rango de medicion adecuado:
Pipetas mecanicas: rango de medicion; 5pl - 5 ml, de canal simple y multiple (8 6 12
canales). Son las pipetas de seleccion para medir pequefios volumenes;

Probar el correcto estado de funcionamiento con puntas calibradas;
Controlar la insercion de las puntas descartables;
Aspirar lentamente los liquidos, con el émbolo desplazado hasta el primer tope;

L Expulsar, también lentamente, con la punta apoyada en la pared del tubo o pocillo,
empujando el émbolo hasta el primer tope.

Diluciones: Recomendaciones generales
Llevar una marca guia en la gradilla donde se disponen los tubos de sueros, debidamente
identificados; comprobar la correspondencia de suero-pocillo con una planilla previamente

confeccionada, con los nimeros de los sueros en la posicion de la placa de dilucion,

Homogeneizar las muestras antes de la medicion; mezclar los sueros que se descongelan por
inversion de los tubos y, los glicerinados, por agitacién mecanica;

o Comprobar, st se usan dilutores manuales o mecanicos:
su limpieza exhaustiva,
su correcta calibracién,
que no reciban golpes,
que sean descontaminados, luego de su uso, por inmersion en una solucién
conveniente (por ejemplo, de hipoclorito) y, luego, lavados y secados.

45



6. BIOSEGURIDAD

La seguridad en el laboratorio de los bancos de sangre implica la previsién y control de

accidentes por contaminacién con los microorganismos, ademas de los riesgos habituales en los
laboratorios de diagnostico (38, 39).

Es responsabihdad de la Direccion del laboratonio establecer una organizacion para

garantizar la seguridad en todas |as areas del mismo. Se puede optar por una estructura de personal
con dedicacion exclusiva a las tareas de seguridad, o bien, asignar parte del tiempo de trabajo del
personal del laboratorio a estas tareas. En cualquier caso deberian respetarse basicamente:

La existencia de normas y procedimientos de seguridad, claramente detalladas por escrito.
El conccimiento obligatorio de los mismos por parte de todo el personal del laboratorie

Las medidas de prevencién y control que deberan tomarse para garantizar la seguridad en

el laboratorio, operaran sobre:

6.1.

a)

b)

)

d)

Las personas

Seleccion del personal:
Realizar una anamnesis inicial para determinar si han existido exposiciones previas a alguna
enfermedad, condicion fisica, etc.

Adiestramiento del personal:

Designar un responsable de la capacitacion del personal, que realice labores de
adiestramiento, supervision y vigilancia de las normas; asimismo, que establezca los
protocolos de supervision programada y escriba los manuales de normas y procedimientos
actualizados periodicamente, para que estén al alcance de todos los funcionarios.

Proteccion del personal:
Todos los miembros del laboratorio o las personas que estén en contacto con sangre o
secreciones, deben ser inmunizados contra la Hepatitis B.

Control de acceso:

Solo se permitira el acceso a cada area de trabajo, al personal autorizado que alli se
desempefie. En las areas del laboratorio, no debera permitirse al personal comer, beber,
fumar o guardar alimentos.



e) Responsabilidad del personal:
Todos los miembros del laboratorio deben ser instruidos y convencidos sobre la importancia
de respetar algunas medidas generales tales como:

Mantener limpias, ordenadas y descontaminadas todas las areas de trabajo;

L Usar guardapolvos, botas y eventuaimente elementos de proteccion, tales como
guantes, anteojos de seguridad, etc., segiin convenga a la tarea que se realiza;

Los especimenes y materiales riesgosos no deben transportarse de una a otra area
del laboratorio. Cuando esto no sea posible, debe hacerse protegiéndolos dentro
de un recipiente irrompible, con cuidado especial,

L4 Manejar los reactivos corrosivos, toxicos e inflamables bajo campana con
extraccion de aire o zona especial, con los cuidados apropiados para evitar su
inhalacion y contacto con los ojos y la piel del operador,

Almacenar los reactivos peligrosos apropiadamente: los volétiles € inflamables,
a bajas temperaturas y en lugares bien ventilados, sobre el piso 0 en estantes muy

bajos; los acidos y otros corrosivos, todos con rotulos especiales.

Disponer de procedimientos y equipos de emergencia ya previstos; determinar a
dénde y a quién recurnir ante situaciones tales como:

incendios,
inundaciones y otros desastres naturales o actos de vandalismo,
derramamientos o fugas de fluidos peligrosos,

accidentes con cortes, inhalacion, ingestion de sustancias téxicas o
corrosivas, etc.,

contaminacion con MiCroorganismos patdgenos por inyecciones,
inhalacion de aerosoles u otros accidentes.

6.2 Edificios e instalaciones

Los espacios destinados a la toma de muestras o a la recepcion de donaciones de sangre,
deben ser limpios, amplios y bien ventilados, proporcionando satisfaccion a los donadores.
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Las funciones laboratoriales deben ser desarrolladas en areas apropiadas, con espacio

adecuado, buena iluminacion y ventilacion y ademas, contar con una circulacion interna segura y

racional.

6.3

6.3.1

6.3.2

6.3.3

Manejo del material de trabajo
Toma de muestras:

. El personal debera usar guantes de latex para realizar operaciones de recoleccion
de sangre y para toda manipulacion de sangre, suero, plasma u otros especimenes,
si no se pueden descartar con frecuencia, los guantes deben limpiarse a menudo
con alguna solucion desinfectante (hipoclorito al 5 g/l de cloro libre o cloruro de
benzalconio 10 g/i),

Para la puncién venosa, se usaran jeringa y aguja estériles descartables; iguales
caracteristicas deberan tener las lancetas para puncion del pulpejo del dedo.

Manejo y eliminacion de material cortopunzante

Las agujas se descartaran en recipientes de plastico ad hoc 0 en recipientes
plasticos de boca muy angosta, nunca se manipulara con las dos manos; las
lancetas también se descartaran en los mismos recipientes; las jeringas deberan
descartarse sobre la solucion de hipoclorito de sodio antes descrita,

Los tubos u otros materiales con sangre, suero u otros especimenes, deberan
descontaminarse sumergiéndolos en un recipiente conteniendo una solucion de

hipoclorito de sodio durante 24 hs, antes de su lavado.

Limpieza y descontaminacion de dreas y materiales

Esterilizacién: proceso de destruccion de formas vivas presentes en el entorno tratado.

Desinfeccion: comprende procedimientos que reducen el nimero de microorganismos en
las areas tratadas y, por lo tanto, el riesgo de infeccién.

Limpieza de areas y materiales: comprende la eliminacion de polvo, suciedad y/o sustancias
quimicas contaminantes; debera hacerse luego de la desinfeccion o esterilizacion de los
mismos. Generalmente consiste en lavados con agua y detergentes adecuados y enjuagues
exhaustivos con agua y agua destilada.
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Descontaminacion: se refiere tanto a la eliminacion de sustancias quimicas cuanto a la de
formas vivas del material del laboratorio, cuando resulten interferentes para las tareas para
las que se emplean. A continuacion se detallan distintos procedimientos de esterilizacion y
su adecuada aplicacion. Siempre deben usarse controles de estos procesos. Para estufas,
autoclaves y estufas de oxido de etileno, existen en el mercado cintas adhesivas con
indicador de esterilizacion. Deberan colocarse trozos de las mismas en cada objeto del
conjunto procesado. Para los otros procesos, puede efectuarse un control de crecimiento
bacteriano en medios adecuados, en muestras del lote esterilizado o del aire de las areas
tratadas.

En el Cuadro 6, se citan los diversos tipos de procedimientos usados en el laboratorio

microbiologico para esterilizar areas, superficies, materiales y reactivos.

Cuadro 6
Princlpales formas y procedimientos de esterilizacion utilizadas en laboratorios

micreblolégicos
Procedimiento
Calor seco (estufa) 170°C i h. material de vidrio (no volumétrico)
150°C___ 25h.
Calor hamedo (autoclave} 15 min 121°C (1SPSD) material de vidrio, de goma, plaslicos, ropa de slgodon,

Filtracién con membranas

(0,2 u de didmetro de poro)

Onxido de etileno

Radiaciones

10 min 126°C (20PSH)

filtros adaptados a frascos
0 jeringas

filtros para aire

en estufus especiales

con calor y tiempo regulados

en s Institucion Nacional
de Energia Atémica

50

soluciones

soluciones

salas 0 camaras

vesliments, material plastico descartahle

jeringas, pipetas, guantes de latex y otros descartables



Desinfectantes quimicos utilizados para descontaminar:
a) salas, camaras, mesadas, sanitarios y pisos.
b) jeringas, agujas, tubos, guantes y otros materiales o equipo contaminados.

En la seleccion de un buen desinfectante quimico, se deben considerarse las siguientes
condiciones:

amplio rango de actividad: efectividad contra virus, bacterias, hongos y
protozoarios;

L4 estabilidad: mantener su actividad cuando es expuesto por periodos prolongados
de tiempo a temperaturas moderadas,

no debe ser téxico o irritante para piel y mucosas;
L no debe ser corrosivo para los materiales del entorno a tratar.
Los mds usados son los siguientes:
Hipoclorito de Sodio: En solucion acuosa de concentracion de | g/l de cloro libre para los
propositos de a) y de 4-5 g/l para los de b). Cuando el material contiene cantidades apreciables de

materia organica, se tratara con solucion de 10 g/l de cloro libre.

Formaldehido: Expendido en el comercio como formol (solucion de gas en agua de 37 g %). Se
usa la solucion acuosa de formol al 5 %.

Cloruro de benzalconio: Se usa en solucidn acuosa de 5-20 g/l.

Alcohol etilico: 70 % acuoso.

6.4 Transporte del material o sustancias infecciosas

E! transpoite de muestras de material biologico, cultivos de MICTOOrZanismos u otro
material infeccioso, debera hacerse:

L en envase hermético, dentro de otros recipientes secundarios irrompibles;

® entre el envase de la muestra y el primer envase secundario, debera disponerse material
absorbente para amortiguar golpes y absorber el liquido de la muestra en caso de fuga;

el envase final debera rotularse como SUSTANCIAS INFECCIOSAS o MATERIAL
BIOLOGICO CONTAMINANTE, por ejemplo. También deberan constar indicaciones
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tales como MATERIAL PERECEDERO, ESTE LADO ARRIBA, a dénde recurrir en
caso de accidente, etc;

L un formulario con los datos de la muestra; los nombres del destinatario y el remitente
deberan adherirse al envase final. El remitente debera guardar una copia del mismo.
* Es conveniente incluir en detalle las medidas de urgencia a tomar en caso de accidente,
cuando se envia por correo,

abrir los envios de sustancias contaminantes en camaras de seguridad.

6.5 Manipulacién de microorganismos infectantes

Pueden estar presentes en sangre estados infectantes de microorganismos (de pacientes y
de animales de laboratorio), o cultivos de parasitos. El personal que trabaja con estos materiales esta
expuesto a infecciones accidentales entre las que se incluyen autoinoculacion con agujas y jeringas
e ingestion de aerosoles o gotas proyectadas en mucosas, 0jos o piel.

Para estos casos se recomiendan las practicas de bioseguridad de Nivel 2 (39), disenadas
para trabajos de clinica, diagnostico e investigacion con agentes de riesgo moderado, presentes en
la comunidad y asociados con enfermedad humana de variada severidad.

Estas medidas incluyen a las ya expuestas como generales y a las de manipulacion de
especimenes; a ellas se agregan:

L4 El material que debe ser descontaminado fuera del laboratorio debera transportarse a cargo
de personal entrenado, en bolsas herméticas, dentro de contenedores irrompibles;

La vestimenta y equipos de seguridad que utilice un operador en un area, no debe ser
llevada a través de pasillos u otra area;

Los accidentes deberan comunicarse inmediatamente a la Direccion del laboratorio, que ser?
responsable de que se cumpla la evaluacion médica, la vigilancia y el tratamiento cuando
corresponda;

Uso de cabinas de seguridad Clase I y II, para procedimientos de alto riesgo con material

infeccioso como cosecha, centrifugacion, ruptura mecanica o ultrasonica o agitacion

vigorosa de cultivos de microorganismos e inoculacion a animales.

Las cabinas Clase I son de frente abierto, con presion negativa y aire filtrado por filtros de
alta eficiencia en el filtrado de articulas (HEPA). Se pueden usar cabinas con ventanas a medio
abrir.

Las cabinas Clase Il son de flu’o laminar vertical, similar a la anterior, pero con aire
filtrado por HEPA, recirculando.

En ambas cabinas, los operadores deben llevar guantes y vestimenta protectora.
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6.6 Accidentes o exposiciones a materiales contaminantes

Los protocolos de manejo de las personas que han sufrido accidentalmente exposiciones
a sustancias o materiales infectantes, deben ser claros, con instrucciones sencillas, rapidas y precisas.

También, se indica la utilizacion de registros del tipo de exposicion, que permitan efectuar
analisis futuros y que permitan tomar medidas de correccion y prevencion.

Las personas accidentadas deben tener acceso a los servicios y atencion meédica

especializada para el control de la infeccion. Ademas, tales personas deben tener la garantia de que
no existan sanciones de parte de los agentes administrativos de los laboratorios.
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7. GLOSARIO

Antigeno:

Sustancia extrafia al organismo que induce la respuesta del sistema inmune. Parte de esta
compleja respuesta consiste en la produccion de anticuerpos, moléculas que reaccionan
especificamente con el antigeno.

Anticuerpo:
Proteinas (inmunoglobulinas) producidas por el organismo, en respuesta al ingreso de una
sustancia extraiia (antigeno).

Anticuerpo monoclonal(AcMo):
Anticuerpo muy especifico producido por una célula de fusion (hibridoma), con idéntica progenie
que la célula contra un epitope de un antigeno.

Control de calidad:

Representa las actividades y técnicas operativas desarrolladas para cumplir con los requisitos de
calidad establecidos.

Se refiere a los procedimientos de control que operan sobre cada uno de los multiples factores
que pueden incidir en los resultados del diagnéstico serologico.

Dilucién:
Mezcla de una sustancia con una o mas partes de otra (diluyente) que no altere las caracteristicas
de la primera y que reduzca su concentracion.

Dilucién seriada:
Dilucién por mezcla y transferencia de volimenes constantes de suero a una serie de pocillos con
igual volumen de diluyente.

Enfermedad:
Proceso morbido con sintomas definidos que afecta a todo el organismo o parte del mismo.

Enzima:
Proteina que actiia como catalizador organico sobre un substrato especifico.

Evaluacién de la calidad:

La evaluacion del desempefio del laboratorios puede hacerse mediante diferentes técnicas de
control externo, efectuadas por los centros referenciales en cada pais. Entre esas técnicas de
evaluacion, las pruebas de desempeiio y las encuestas programadas con sueros control, se
nombran como sindnimo.

Garantia de calidad:

Se refiere a un programa completo que asegure que €l resultado final informado por el laboratorio
sea correcto y til. Incluye politicas organizativas y todos los procedimientos de control de
calidad.
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Hibridoma:

Célula hibrida resultante de la fusion de otras dos. Para la produccion de AcMo, se fusionan células
i e mieloma (que aportan la perdurabilidad de la progenie) y de linfocitos de un animal inmunizado
con €l antigeno de interés (que llevan la informacion genética)

Indeterminado:
Resultado de una prueba serologica que no es claramente reactivo o no reactivo.

Infeccién:
Penetracion y multiplicacion de un microorganismo en un huésped, independientemente de la
presentacion de sintomas y/o patologia.

[Inmunoglobulina: .
Proteina con actividad de anticuerpo especifica, responsable de la inmunidad humoral; hay cinco
clases distintas 1gG, IgM, IgA, IgD ¢ IgE.

Negativos Verdaderos (NV):
Resultados negativos (no reactivos) obtenidos con las muestras de individuos normales.

Negativos Falsos (NF):
Resultados negativos (no reactivos) obtenidos por la prueba con las muestras de la poblacion de
infectados.

Paneles de referencia:

Conjunto de sueros para evaluacion de Pruebas Diagnasticas de Infeccion, compuesto por muestras
provenientes de dos grupos de pacientes: 1) pacientes con la infeccion en cuestion, comprobada por
hallazgo del agente etiologico y diagnostico  clinico u otras pruebas consideradas de referencia.
2) pacientes con comprobada ausencia de la infeccion.

Positives Verdaderos (PV):
Resultados positivos (reactivos) obtenidos con las muestras de individuos infectados.

Positivos Falsos (PF):
Resultados positivos (reactivos) obtenidos por la prueba con las muestras de la poblacion normal.

Prevalencia (de la infeccion) (P):
Numero de individuos infectados en un momento dado y en un area, en el total de la poblacion
estudiada

Procedimientos operativos estindar (POE):

Conjunto de procedimientos técnicos empleado por el laboratorio donde todas las etapas adoptadas
estan defimdas previamente y escritas bajo la forma de un manual, cuyas instrucciones deberan ser
cumplidas por todos los miembros del laboratorio que ejecuten dicho procedimiento.
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FProzona:
Zona donde un exceso de anticuerpo inhibe la aglutinacion, presentando un resultado Negativo Falso.

Pruebas suplementarias o confirmatorias:

Conjunto de pruebas de laboratorio destinadas a confirmar los datos iniciales obtenidos en las pruebas
de tamizaje serologico como, por ejemplo, Western-blot, radioinmunoprecipitacion,
inmunofluorescencia indirecta, etc..

Reproducibilidad:
Posibilidad de replicar los resultados de una prueba diagndstica en distintos momentos o en
diferentes laboratorios.

Seleccidon o descarte:
Procedimiento de examen de una poblacion (donadores) para la deteccion de alguna infeccion, con
una prueba diagnéstica muy sensible. Sus resultados deben confirmarse.

Seroconversion:
Desarrollo de anticuerpos especificos tras el contacto con el agente infeccioso o tras una vacunacion.

Titulo serolégico:
La cantidad de suero necesaria para producir una reaccion biolégica con otra sustancia, medida
generalmente como la maxima dilucion del suero testigo que aun mantiene dicha reactividad.

Titulo de corte:

Titulo ubicado en una zona intermedia entre aquellas donde se ubican los resultados Reactivos
(Positivos) y los No Reactivos (Negativos), de los sueros de referencia correspondientes. Se
determina para cada prueba y antigeno, de manera que asegure las caracteristicas mas adecuadas del
ensayo para el proposito del diagnostico serologico.

Zona gris:

Franja de resultados serologicos (borderline), ubicada inmediatamente por debajo del titulo (o
densidad dptica) de corte de la prueba. Estos resultados requieren su aclaracién con pruebas
suplementarias.
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