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Control de Calidad Comunicacidon breve

Homenaje a la trayectoria del Prof. Dr. Daniel Mazziottat

Control de calidad en pruebas cualitativas
aplicado a pruebas seroldgicas

» Jorgelina Elsa Abererla

R men
1 Bioquimica. esume

a Programa Evaluacién Externa de la Calidad, Si bien el control de calidad en determinaciones cuantitativas tiene amplia
Fundacién Bioguimica Argentina. Calle 148 difusién, hay extensa bibliografia que lo avala y estd en constante actuali-
N° 584. La Plata (1900), Buenos Aires, Ar- zacion, no sucede lo mismo cuando se refiere a pruebas cualitativas como
gentina. las que se utilizan en diagndésticos seroldgicos. Es importante antes de la

utilizacion de esta prueba serolégica en el laboratorio disponer de infor-
macién acerca de su caracterizacién, utilidad y algoritmos de trabajo mas
convenientes. Si bien se cuenta con poca bibliografia para estas pruebas, es
posible definir parametros de desempefio que el laboratorio debe tener en
cuenta para poder liberar resultados confiables y de utilidad clinica. Tanto
el control de calidad interno como el externo son dos valiosas herramientas
orientadas a cumplir con la misién de los laboratorios en la cual el objetivo
principal es la seguridad del paciente. Desde el Programa de Evaluacion
Externa de la Calidad se ofrecen varios subprogramas para el control de
pruebas serolégicas, que proporcionan a cada participante una evaluacion
objetiva del comportamiento de su laboratorio, informacién de los métodos
disponibles y la identificacién de factores que puedan afectar sus resultados.
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Quality control in qualitative tests applied to serological
tests

Abstract

Although the quality control in quantitative determinations has wide
dissemination, an extensive bibliography that supports it and it is constantly
being updated, this is not the case when referring to qualitative tests such
as those used in serological diagnoses. Before using this serological test in
the laboratory, it is important to have information about its characterization,
usefulness and more convenient working algorithms. Although there is little
literature for these tests, it is possible to define performance parameters
that the laboratory must take into account to be able to release reliable
and clinically useful results. Both internal and external quality control are

Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana valuable tools aimed at fulfilling the mission of laboratories in which the
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serological tests, providing each participant with an objective evaluation of
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Controle de qualidade em testes qualitativos aplicado a testes sorolégicos

R esumo

Embora o controle de qualidade em determinagbes quantitativas possua ampla divulgacdo e haja
extensa bibliografia que o apoie e esteja em constante atualizagcdo, o0 mesmo ndo acontece quando
se refere a testes qualitativos, como os utilizados em diagndsticos soroldgicos. Antes de usar esse
teste soroldgico em laboratdrio, é importante ter informacdes sobre sua caracterizacao, utilidade
e algoritmos de trabalho mais convenientes. Embora exista pouca literatura para esses testes, é
possivel definir parametros de desempenho que o laboratdrio deve levar em consideracdo para poder
liberar resultados confidveis e clinicamente tteis. O controle de qualidade interno e externo sdo duas
ferramentas valiosas destinadas a cumprir a missao dos laboratérios na qual o objetivo principal é
a seguranca do paciente. A partir do Programa de Avaliagdo Externa da Qualidade, séo oferecidos
varios subprogramas para o controle de testes sorolégicos, proporcionando a cada participante uma
avaliagdo objetiva do comportamento de seu laboratcdrio, informagbes sobre os métodos disponiveis
e identificacdo de fatores que possam afetar os resultados.

Palavras-chave: Controle de qualidade; Testes qualitativos

Caracterizacion de las pruebas
serologicas

Las pruebas serolégicas son aquellas que permiten
detectar en el suero del paciente una respuesta inmu-
nologica especifica dirigida contra algiun agente infec-
cioso. Se pueden dividir segin su utilidad clinica en
pruebas de tamizaje (screening), de diagnoéstico o con-
firmatorias.

Tienen limitaciones que deben ser tenidas en cuen-
ta a la hora de seleccionar el método mas apropiado
para utilizarse en cada laboratorio y en los algoritmos
que se usan para interpretar los resultados. Estas limi-
taciones son inherentes al agente infeccioso (parasitos
de composicion genética y antigénicamente compleja),
al hospedador (coinfecciones, inmunodepresion) y a la
metodologia empleada (reacciones cruzadas con otros
agentes, con medicamentos o vacunas).

Las pruebas serologicas son pruebas cualitativas (1)
de respuesta binaria: si/no, ausencia/presencia, reacti-
vo/no reactivo, y se pueden agrupar en las de respues-
ta cualitativa dicotémica, pero de analisis instrumental
cuantitativo o en pruebas de respuesta sensorial. No
tienen en la respuesta un error total permitido, es decir
no existe tolerancia admisible. Tienen exactitud diag-
nostica.

La guia EP12A2 del Clinical Laboratory Standard Ins-
titute (CLSI): User Protocol for Evaluation of Qualitative Test
Performance (2), es la guia en la cual estan definidos to-
dos los parametros de las pruebas cualitativas. En ella
se define a la exactitud diagnostica como “los mejores
criterios disponibles en la actualidad para establecer
la presencia o ausencia de la condicion, evento o ca-
racteristica de interés, utilizando un tnico método o
combinaciéon de métodos que incluyen las pruebas de
laboratorio, estudios por imagenes, patologia, y la in-
formacion clinica, incluyendo el seguimiento”.

Los requisitos indispensables para obtener calidad
en el diagnoéstico en una prueba serolégica son: validez,
reproductividad y seguridad.

Validez: es el grado en que un fest mide lo que se su-
pone que debe medir. La sensibilidad y la especificidad
de un lest son medidas de su validez.

Reproductividad: es la capacidad del fest para ofrecer
los mismos resultados cuando se repite su aplicacion en
circunstancias similares.

Seguridad (3): Viene determinada por el valor predicti-
vo de un resultado positivo o negativo. Ante un resultado
positivo de un test ;qué probabilidad existe de que este
resultado indique presencia de la enfermedad? (4). Se
pueden definir dos tipos de seguridad: analitica y clinica
(Tabla I).

Tabla I. Diferencias entre seguridad analitica y clinica.

Seguridad analitica o validez

Seguridad clinica

* Sensibilidad
* Especificidad

Pardmetros

Parametros * Valor predictivo positivo

* Valor predictivo negativo

Propiedades intrinsecas de la prueba

Depende de la prevalencia

Acciones para garantizar el cumplimiento
de especificaciones de calidad y
desempefio del ensayo

Correlacién entre el resultado con la clinica
del paciente.
Toma de decision clinica.
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Sibien es posible caracterizar en estas pruebas aspectos
metrologicos como la precision, valor de corte, limite de
deteccion, como asi también aspectos clinicos asociados
a sensibilidad, especificidad y valor predictivo, hay que te-
ner en cuenta siempre los inconvenientes asociados a la
falta de bibliografia y terminologia metrolégica (5).

Los parametros de desempeno (6-8) que se deben
evaluar en estas pruebas son

Trazabilidad

Tasa de falsos positivos

Tasa de falsos negativos
Sensibilidad y especificidad
Limite de corte

Zona o region de no confiabilidad
Limite de deteccion (LD)
Robustez

Trazabilidad

No existen métodos de referencia que faciliten com-
paraciones entre resultados, ni existen materiales de refe-
rencia de conmutabilidad demostrada y no es posible ase-
gurar que el calibrador sea similar a la muestra, debido
a la naturaleza proteica de la misma. Es dificil producir
patrones biol6gicos homogéneos y puros, de contenido
conocido similar a los patrones que se utilizan en Quimi-
ca Clinica pues los antigenos estan formados por mezcla
de diferentes componentes bacterianos y tisulares, y los
anticuerpos contra esa mezcla son heterogéneos con res-
pecto a clase, subclase, especificidad, avidez y afinidad.
La Norma ISO 17511 (9) (in vitro diagnostic medical devi-
ces — Measurement of quantities in biological samples — Metro-
logical traceability of values assigned to calibrators and control
materials) especifica la manera de asegurar la trazabilidad
metrologica de los valores asignados a los calibradores y
materiales de control destinados a determinar la veraci-
dad de las mediciones. Esta norma describe 5 gruposy en
el grupo 4 engloba a las pruebas serolégicas, describien-
do que se cuenta con calibrador por convencion inter-
nacional (el cual no es primario) con un procedimiento
de medicion por convencion internacional y sin trazabili-
dad metrolégica al Sistema Internacional. Por lo tanto, es
responsabilidad del laboratorio disponer de informacién
sobre la trazabilidad de los calibradores que utiliza para
poder cumplir con este requisito de desempeno.

Sensibilidad

Es la proporcion de pacientes con un trastorno clini-
co bien definido (o condicion de interés) cuyos valores
sean positivos o excedan un limite de decision definido.

Especificidad

Es la proporcion de pacientes que no tienen un tras-
torno clinico bien definido (o condicién de interés) cu-
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yos valores sean negativos o estén dentro de los limites
de decision definidos.

Limite de corte

El punto de corte para una prueba cualitativa es el
umbral por encima del cual el resultado se informa
como positivo y por debajo del cual el resultado se repor-
ta como negativo. La concentracién de corte, indicada
como C50, es la concentraciéon de analito a la cual el 50%
de una gran serie de resultados de pruebas son positivos.

Debido a la imprecisién, las muestras con concentra-
ciones de analito cerca del punto de corte no produciran
resultados de prueba completamente consistentes (es de-
cir, positivos 0 negativos, mas 0 menos, ausentes o presen-
tes) en multiples observaciones de la misma muestra. La
concentracion por encima de C50 en la que los resultados
repetidos son 95% de las veces positivos y la concentracion
por debajo de C50 en la que los resultados repetidos son
95% de las veces negativos, en conjunto, se han denomi-
nado el “intervalo del 95%” para ese método o “intervalo
C5-C95”. Se define C5 como la concentraciéon por debajo
de C50 en la que los resultados multiples son positivos en
el 5% o negativos en el 95% de las veces (el punto final in-
ferior del intervalo del 95%), y a C95 como la concentra-
cién por encima de C50 en la que los resultados multiples
son positivos el 95% de las veces o 5% negativos (el punto
final superior del intervalo del 95%).

En la practica se define el valor C95 como el valor
de corte en las pruebas cualitativas, ya que es el nivel de
concentracion asociado a la toma de decision sobre la
muestra, con una probabilidad de errores falsamente
negativos del 5%.

Zona de no confiabilidad

Es el rango donde se encuentran errores tanto de
tipo 1 (alfa) falsos positivos como de tipo 2 (beta) falsos
negativos. Es una propiedad de los métodos de respuesta
binaria, y se define como el intervalo donde se encuen-
tran los errores. No se debe confundir con el término
incertidumbre que se aplica a resultados cuantitativos y
es el rango de valores donde se esperan resultados (1).

Verificacion de pruebas cualitativas

De manera andloga a las pruebas cuantitativas, tanto
el error sistematico como el error aleatorio deben con-
siderarse en pruebas cualitativas, pero no hay consenso
respecto a estas definiciones. Podrian considerarse es-
tos errores como:

Error sistematico. Esta discrepancia entre el valor de
corte declarado por el fabricante o a partir de la corre-
lacion del resultado con la presencia de enfermedad.

Precision. Es la estimacion de la zona de confiabilidad
o intervalo C5-C95. El ancho del intervalo C5-C95
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proporciona informacién sobre la precision de las
pruebas cualitativas porque reflejan la proporciéon
de concentraciones reales en las que los resultados
repetidos son inconsistentes.

Es de suma importancia evaluar y comparar lo de-
clarado por el fabricante, evaluando si cumple con el
uso previsto, teniendo en cuenta criterios de exactitud
diagnostica.

Los fabricantes establecen sus concentraciones de
corte de la prueba en funcién del uso previsto de la
misma y la sensibilidad clinica esperada o deseaday la
especificidad.

Por lo tanto, desde el laboratorio deben verificarse
estos parametros de desempeno critico, como la preci-
sion, la sensibilidad y especificidad diagnostica.

En circunstancias ideales, al realizar un estudio de
precisiéon en una muestra que tenga un nivel de mesu-
rando exactamente en la concentraciéon de corte, C50
sera exactamente igual al corte establecido por el fabri-
cante. En un estudio de reproducibilidad en el punto
de corte, el sesgo en una prueba cualitativa se relaciona-
ra con una posible discrepancia entre el punto de corte
especificado por el fabricante y el C50 estimado en un
estudio de evaluacion.

Para realizar los estudios de precision para las prue-
bas cualitativas deben utilizarse concentraciones a eva-
luar cerca del valor de corte.

Para sensibilidad y especificidad diagnostica deben
utilizarse paneles definidos, muestras confirmadas reac-
tivas o positivas de diferente reactividad (Tabla II).

La guia también senala que ademas de estimar la
sensibilidad y especificidad diagnoéstica se debe esta-
blecer un intervalo de confianza para dicha estima-
cion. Si la especificidad y sensibilidad declarada por
el fabricante se encuentra dentro de este intervalo de
95% de confianza entonces se pueden verificar los pa-
rametros.

Calidad en pruebas serologicas

Trabajar en calidad en estas pruebas implica varios
desafios.

1. Segun la utilidad y prevalencia de la poblacion a es-
tudiar, seleccionar la metodologia mas apropiada:

Seleccion cuidadosa del cut-off.

Base antigénica empleada para captura de Ac.

Formato del inmunoensayo.

Estandarizacion del proceso de medicion.

Adecuada interpretacion de los algoritmos de

trabajo.

2. Verificacion de los parametros de desempeno del
fabricante: sensibilidad, especificidad diagnéstica
y estimacion de imprecision.

3. Implementacion de control de calidad interno.

4. Control de calidad externo: estimacion del error
total a partir de muestras similares a las muestras
de pacientes.

Si bien el control de calidad en determinaciones
cuantitativas tiene amplia difusion y extensa bibliogra-
fia que lo avala y en constante actualizacion, no sucede
lo mismo cuando se refiere a pruebas cualitativas como
las que se utilizan en diagnosticos serolégicos.

Las pruebas de laboratorio tienen un impacto cri-
tico en la toma de decisiones médicas. Pueden ocurrir
errores en cualquier etapay en el ciclo que se inicia con
la solicitud del médico y termina con la interpretacion
final del resultado. La evaluacién de las causas que ge-
neran estos errores y la toma de medidas para detectar-
los y prevenirlos, antes de que causen dano, es critica
en el proceso analitico. Tanto el control de calidad ex-
terno como el interno son fortalezas que permiten a los
laboratorios poder liberar resultados confiables (10),
que ayuden al médico en la consulta clinica a definir
diagnosticos adecuados para beneficio de los pacientes.
Uno de los objetivos del Programa de Evaluacion Exter-
na de la Calidad (PEEC) es ayudar a los participantes
mediante un proceso educativo a tomar medidas que
garanticen la calidad desde la toma de muestra oportu-
na hasta la emision del resultado y a la implementacion
de procesos de control de calidad interno propios de
estas pruebas cualitativas e implementacién de requisi-
tos de calidad.

Si bien el PEEC de la Fundacién Bioquimica Argen-
tina fue creado en el ano 1987, recién a partir de sep-

Tabla Il. Tabla de contingencia: relacion entre el resultado de una prueba cualitativa
con el resultado del criterio de exactitud diagndstica.

Resultado de la prueba

Muestras confirmadas positivas o negativas

Verdadero diagndstico

Enfermo

Sano

Positivo
Negativo

Verdadero positivo (VP)
Falsos negativos (FN)

Falsos positivos (FP)
Verdadero negativo (VN)

Sensibilidad

VP+FN

Especificidad
VN

VN+FP
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tiembre de 1995 se inici6 el Subprograma de Inmuno-
serologia, que consistia en la distribucién de un suero
control para el estudio de las pruebas no treponémicas
para el diagnéstico de sifilis. Teniendo en cuenta todos
los inconvenientes asociados a la ausencia de estandari-
zacion y las necesidades de los participantes, los cuales
empezaban a incorporar las pruebas inmunolégicas a
las practicas habituales del laboratorio de analisis cli-
nicos, es que surge este subprograma bajo la Direcciéon
del Dr. Daniel Mazziotta y la Organizacion y supervision
de la Dra. Liliana D’Agostino. Es un programa cuyo
alcance involucra a todos los laboratorios de analisis
clinicos publicos y privados, y se hace extensivo a los la-
boratorios de Banco de Sangre. Este programa fue cre-
ciendo a lo largo de los anos con la incorporaciéon de
mensurandos segun las necesidades e inquietudes de
los participantes. Se generaron paneles para diagnosti-
co no solo de sifilis, sino también de hepatitis B, chagas,
toxoplasmosis y rubeola. En el ano 2004 se incorpor6
un suero control para el diagnéstico de HIV y mas tarde
otro para hepatitis C.

Para la elaboracion de estos paneles se tuvieron en
cuenta las recomendaciones de las guias provistas por
la Organizacién Mundial de la Salud (11), guias del CZ-
nical Laboratory Standard Institute (CLSI) C37-A (12), y
en caso de HIV las provistas por el programa UNAIDS
de Naciones Unidas (“Guidelines for organizing National
External Quality Assessment schemes for HIV serological tes-
ting” enero 1996 UNAIDS/96.5), la guia I/LA13-A (13),
especificaciones para material de referencia para HIV 1
del CLSI y las indicaciones que rigen en el control de
calidad australiano. Todas ellas refieren las especifica-
ciones que deben cumplir las muestras para un progra-
ma de evaluacion externa: paneles que cubran interva-
lo de medida en el cual estan incluidos los valores de
interés clinico, muestras homogéneas con matriz ade-
cuada similar a la muestra de paciente y conmutable.
En el caso del PEEC de la FBA se distribuyen paneles
conformados por muestras de suero humano refrigera-
do de diferente nivel de reactividad preparadas en el
Laboratorio de Referencia y Estandarizaciéon en Bioqui-
mica Clinica (LARESBIC).

Como todo programa de evaluaciéon externa de ca-
lidad tiene entre sus objetivos la “determinaciéon del
desempeno individual y colectivo del laboratorio, y de
las caracteristicas del desempeno de los procedimientos
analiticos mediante la comparacién entre laboratorios
diferentes” (14) (15). Por lo tanto, proporciona a cada
participante una evaluaciéon objetiva del comporta-
miento de su laboratorio, informaciéon de los métodos
disponibles y la identificacion de factores que afecten
los resultados.

Conocer el error total es muy importante pues es el
que influye en los resultados que se entregan a los pa-
cientes. La forma de medir este error total es a partir de
la participacion del PEEC.
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Para esto es importante que cada laboratorio esta-
blezca objetivos que permitan obtener la calidad ne-
cesaria, los cuales se deben transformar en especifica-
ciones para cada paso del proceso a realizar y definir
indicadores que permitan realizar un seguimiento de
los mismos.

Las especificaciones o requisitos de calidad se re-
fieren a los limites analiticos de desempeno que deter-
minen claramente los errores maximos permisibles en
los resultados de las mediciones, es decir, qué magni-
tud de error se puede permitir a un procedimiento de
medida sin invalidar la utilidad clinica de los resultados
considerando su uso previsto.

La importancia en la definiciéon de estas especifica-
ciones en Serologia reside en que son pruebas de alto
impacto en la sociedad teniendo en cuenta como ejem-
plos la transmision vertical o consecuencia psicosocial.
Por lo tanto, al definir estos requisitos se esta disminu-
yendo el riesgo clinico (gravedad del dano asociado a
accion tomada o intervencion) y aumentando la validez
diagnostica.

Segun el Consenso de Milan de 2014 (18), el anico
modelo que se puede aplicar a las pruebas cualitativas
es el modelo basado en el estado del arte; aquel que
se relaciona con el mejor desempeno analitico técnica-
mente alcanzable o estado actual de la metodologia, y
establece con qué error ese analito puede ser medido
con los métodos analiticos vigentes, es decir a través del
estado del arte o estado de la tecnologia. Estos datos se
obtienen a partir de la participacién en un PEEC.

Conclusiones

Teniendo en cuenta la complejidad que reside en
la decision sobre cudl es la prueba que mds conviene
en cada laboratorio segun el uso previsto, asociado a la
poca informacién por parte de los fabricantes en cuan-
to a parametros de desempeno y la importancia en la
liberacion de resultados que influye en la toma de de-
cisiones, la herramienta que se ofrece desde el PEEC es
un valioso aporte para los laboratorios. La demanda fue
en aumento con los anos, lo mismo que los mensuran-
dos a evaluar.

Es nuestra tarea seguir con este valioso programa,
trabajando en conjunto para la mejora continua y ase-
soramiento frente a cualquier inquietud de los partici-
pantes.
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