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Deteccion de anticuerpos anti VIH. Evaluacion de un suero control y su
aplicacion

La pandemia de VIH/SIDA afecta a mas de 33 millones de personas portadoras
del VIH en el mundo y se estima que 130.000 personas viven con VIH en
Argentina. Disponer de resultados de laboratorios confiables es imprescindible
para su abordaje. En Argentina, pocos laboratorios estdan enrolados en
programas de evaluacion externa existiendo la posibilidad de resultados
inseguros. Contar con un suero control utilizado para la evaluacion externa de
laboratorios que realizan deteccion de anticuerpos anti VIH es indispensable.
Ello avala el objetivo del desarrollo de un suero control, su evaluaciéon y la de
su aplicacion.

Para elaborarlo se utiliza, como materia prima, plasma humano, proveniente de
unidades de sangre de donantes seropositivas para VIH, el cual es sometido a
un proceso de purificacion, estabilizacion y filtracién; para la obtencién del
suero que servira como elemento de control. Se evalua su precision, validez y
estabilidad. Se efectuan diluciones seriadas del suero control y utiliza como
testigo positivo la mayor dilucion que resulta positiva para todas las pruebas
ademas del Western Blot como gold standard.

Una vez evaluado, se conforman paneles de cinco muestras, se distribuyen,
respetando las medidas de bioseguridad, con instructivo y planilla registro de
resultados.

En tres rondas, se enrolaron: 114, 113 y 216 laboratorios (total: 443).
Analizadas las respuestas, el numero de muestras incorrectas descendié un
50% de la primera a la tercera ronda. De los laboratorios que utilizaron ELISA,
tuvieron una evolucién favorable de resultados falsos negativos, del 11,18% al
0%, mientras que, las pruebas cuyos resultados son de interpretacion visual,
son mas propensas a generar errores. Del total de las muestras reportadas
incorrectas los falsos negativos pasaron del 40% en la primera ronda al 5,3%
en la tercera, esto se relaciona a la aplicacion del programa de control,
coincidente con los lineamientos de OMS seguidos en este trabajo. La
evaluacion del suero control como la de su aplicacion es satisfactoria. Como
recomendacion, y como aconseja la OPS en la Reunion de Consenso de 2012,
debemos contar con “resultados confiables” por lo cual los laboratorios
deberian estar enrolados en programas de monitoreo externo.

Palabras clave: Anticuerpos Anti-VIH. Control de Calidad Externo. SIDA.
Suero control.



Detection of antibodies to HIV. An evaluation and application control
serum

The pandemic of HIV / AIDS affects over 33 million people living with HIV
worldwide and 130,000 people living with HIV in Argentina. To obtain reliable
laboratory results is mandatory in the diagnosis of the infection. In Argentina,
since few laboratories are enrolled in external evaluation programs the
possibility of yielding unsafe results means a risk. Thus, the availability of a
control serum to be used for the external evaluation of laboratories performing
HIV antibody detection is imperative. This supports the goal of the present work:
to develop a control serum, its evaluation and application.

The control is elaborated from human plasma: blood units from HIV sero-
positive blood donors undergo a process of purification, stabilization and
filtration, to obtain the serum that will serve as a control. Thereafter, its
accuracy, validity and stability are evaluated. Serial dilutions of the control
serum are performed; being the highest dilution that yields positive results for all
tests included Western Blot (a gold standard test), used as a positive control.
Once evaluated, control panels consisting of five samples each, are distributed
under bio-safety measures, along with instructions for both, results registration
and report.

In three consecutive rounds, 114, 113 and 216 laboratories (total: 443) were
enrolled. After analyzing the responses, the number of incorrect samples
declined 50% from the first to the third round. The laboratories that used ELISA
methods, had a favorable evolution of false negative results from 11.18% to 0%;
while tests whose results are based on visual interpretation, were more prone to
error. Considering the total samples that were incorrectly reported, false
negatives decreased from 40% in the first round to 5.3% in the third. This is
attributable to the implementation of the control program, in agreement to the
‘WHO” guidelines followed in this work. The evaluation of control serum and its
application were successful. As a recommendation, and as advised by the
‘PAHO Consensus Meeting” held in 2012, laboratories should be enrolled in
external monitoring programs to obtain reliable results.

Keywords: Anti-HIV antibodies. External Quality Control. AIDS. Control Serum.
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CAPITULO I
INTRODUCCION




Este documento, resultado de la investigacion que presento en la
Facultad de Medicina, de la Universidad Catdlica de Cdrdoba, también es
resultado de muchos anos dedicados al estudio del tema y al trabajo realizado,
de una manera muy especial, con pasion y rigor cientifico.

Su origen, se remonta a mis primeras publicaciones acerca de
inmunodeficiencias en 1980 (1) y a los estudios de laboratorio de las sub
populaciones linfocitarias, observando las diferencias entre los linfocitos T en
distintas patologias, efectuado en la Clinigue des Maladies du Sang, Centre
Hospitalier Universitaire, Strasbourg, Francia.

Luego, continué con el descubrimiento y descripcion de una nueva
variante de hemoglobina J (Hb J), usando técnicas de biologia molecular. Este
trabajo fue realizado en forma conjunta con distintas unidades del, Institut
National de la Santé et de la Recherche Medicale (INSERM) y del Centre
National de la Recherche Scientifique (CNRS) de Francia (2).

Estos Ultimos diez afos, fueron dedicados entre otras cosas, a la
deteccion de la infeccién por virus de inmunodeficiencia humana (VIH). (3) (4)
(5) (6) Estas actividades y muchos otros trabajos, son el sustento del presente.

Respecto al origen de esta epidemia, en junio de 1981, aparece la
primera publicacién sobre una nueva enfermedad que posteriormente se
llamaria Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), que fue presentada
por M. Gottlieb (7). El era un profesor auxiliar de Inmunologia de la Universidad
de California, de 33 anos de edad, quien buscando con sus ayudantes, casos
"interesantes", encontré un hombre con fiebre de origen desconocido, pérdida
de peso y alteracion del sistema inmune. El paciente tenia en la boca una
candidiasis muy llamativa, y Gottlieb sabia que eso se asociaba a defectos en
las células T, y confirma después su escaso numero y mala funcion. Ademas
logra luego establecer que, entre los linfocitos T, faltaban los tipo CD4. Dentro
de los antecedentes epidemioldgicos, se registraba que era homosexual.
Posteriormente se le diagnostica al paciente una neumonia por Pneumocystis
carinii, una entidad rara, pero no tanto entre los enfermos inmunodeprimidos.

Tiempo después, llegd hasta Gottlieb la informaciéon de dos pacientes

homosexuales varones con fiebre crénica, diarrea, adenopatias y la ausencia de



células CD4, quienes posteriormente desarrollaron neumonia por A. carinii y
citomegalovirus (CMV).

El profesor tratd de relacionar estos cuadros clinicos con homosexuales
varones. Por otro lado, uno de sus ayudantes, Shandera, toma conocimiento de
un paciente que padecia neumonia por P. carinii en Santa Monica, quien
también era homosexual y que falleci6 poco después, confirmandose en la
autopsia ademas, la participacion del CMV.

Gottlieb, creyendo estar ante una nueva enfermedad, contactd al
director del New England Journal of Medicine, quien le recomienda que
publicara una nota en el Morbidity and Mortality Weekly Report, ya que ellos
tardarian al menos tres meses en publicar su observacién. Asi lo hizo, y es el
articulo original, que menciona por primera vez el evento. (8)

El editor de la publicacion hace su aporte final en el articulo
comentando que: ... “todas las observaciones anteriores sugieren la posibilidad
de una disfuncion inmune-celular relacionada a una exposicion comun, que
predispone a los individuos a infecciones oportunistas, como neumocistosis y
candidiasis. Aungue el rol de la infeccion por CMV en la patogénesis de la
neumocistosis permanece desconocida, la posibilidad de la infeccion por P.
carinii debe ser cuidadosamente considerada en un diagnostico diferencial en
varones homosexuales previamente sanos, con disnea y neumonia’. Este tipo
de publicaciones, no son lo suficientemente leidas por profesionales de equipos
de salud, motivo por el cual no tuvo la difusion que adquirié el articulo
posterior, referido al mismo tema.

Meses después se publicd un extenso articulo de Gottlieb en el New
England Journal of Medicine, donde afirmaba que algin agente infeccioso o
tdxico debia ser la causa de la inmunodeficiencia, y que el citomegalovirus seria
una consecuencia mas. (9)

A partir de la descripcion de los primeros casos de SIDA en el mundo,
se suceden una serie de observaciones clinicas, estudios epidemioldgicos e
investigaciones que permiten identificar el agente etioldgico, definir la historia
natural de la enfermedad y estimar las posibles vias de transmision, las cuales

luego se fueron confirmando.



El descubrimiento del virus que origind la pandemia del SIDA fue, sin
duda alguna, un hecho trascendental. Dejando de lado las rivalidades
cientificas, los intereses econdmicos y las disputas de politica internacional, los
dos principales protagonistas del descubrimiento del VIH son Luc Montagnier
(10) y Robert Gallo (11).

Desde la descripcion clinica de los primeros casos de SIDA en 1981
hasta el aislamiento del virus en 1983, transcurrieron solo dos afos. Hechos
como éstos, es decir la identificacién de nuevos virus, son posibles cuando se
cuenta con una infraestructura cientifica apropiada, como lo es la biologia
molecular, previa y fuertemente desarrollada a partir del National Cancer Act.?

Nixon habia firmado, en 1971 dicha acta diciendo “s/ pudimos llegar a la
luna, al disponer de la misma cantidad de dinero podremos vencer al cancer”,
seguido del U.S. Virus Cancer Program con el lema de Sabin “wn cancer, un
virus, una vacuna”. Como resultado del esfuerzo y los experimentos, se dieron
una sucesion de descubrimientos que cambiaron paradigmas y lograron varios
Premios Nobel.

Cuando debemos referirnos al diagndstico de infeccién por VIH, el
laboratorio adquiere una relevancia muy especial. Frente al sindrome retroviral
agudo post contagio, si éste no estd acompafado de todos los elementos
epidemioldgicos y aun estando, el médico requiere, una serie de estudios de
laboratorio a fin de descartar otras patologias y de confirmar su sospecha
clinica. En el diagnostico diferencial, el laboratorio cumple un rol irreemplazable.

La importancia que posee la elaboracion del primer reactivo para
diagndstico de infeccién por VIH es relevante y trascendente, dado que da
origen a nuevas técnicas y metodologias que evolucionan y logran
paulatinamente una mejora constante, en cuanto a la sensibilidad vy
especificidad de los mismos. Estos elementos son necesarios para obtener un
resultado correcto y oportuno, siendo ésta la base del éxito terapéutico y
preventivo, objetivo que buscan tanto los profesionales médicos como los

demas integrantes de los equipos multidisciplinarios que abordan la pandemia.

¥ National Cancer Act (H RES 531 / S RES 347; 112th Congress)



En la primera mitad de la década del 80, todo era distinto en relacion al
VIH y al SIDA, comparado al mundo de hoy. La sociedad en general tenia una
gran preocupacion dado que tener un diagnostico de SIDA o infeccion por VIH,
equivalia practicamente a una sentencia de muerte. En esos momentos, al no
existir ensayos de diagndstico validados y accesibles, ni tratamientos, habia un
temor generalizado, inclusive a ciertos actos médicos como la transfusioén de
sangre, ya que se conocia como una posible via de trasmision de la infeccion.

Pero, el 2 de marzo de 1985 la Food and Drug Administration (FDA) de
Estados Unidos autoriza el uso y comercializacion de la primera prueba o
reactivo de screening de sangre para anticuerpos del virus del VIH, desarrollado
por Abbott. Se trata de una técnica de laboratorio, enzimoinmunoensayo
(ELISA) cuyo desarrollo requiere de equipamiento adecuado y entrenamiento
del personal de laboratorio (12).

Este hecho marcd un hito histdrico en la salud a nivel mundial, y fue el
resultado de meses de trabajo ininterrumpido de los cientificos e
investigadores, para desarrollar un ensayo confiable para el tamizaje de sangre.
Para lo cual nueve meses antes, el Instituto Nacional de Cancer de Estados
Unidos, habia proporcionado a Abbott Laboratories células con el virus del VIH
con el fin de desarrollar un ensayo para la deteccion del mismo.

En cuanto a la evolucion de las pruebas de laboratorio, que permiten
detectar anticuerpos Anti Virus de la Inmunodeficiencia Humana (AC Anti VIH),
las de primera generacion lo hacian a las 4 6 5 semanas de producido el
contagio. El lapso de tiempo comprendido entre el momento del contagio 6
ingreso del virus al huésped y la deteccién de los anticuerpos generados por
éste, es denominado “periodo ventana” o también “periodo de ventana
inmunoldgica”, es decir, es el tiempo que transcurre entre la infeccion de una
persona y la deteccién de anticuerpos que se generan en esa persona
infectada.

Al respecto, Cudola A. publica en su tesis doctoral “... desde entonces,
se perfeccionan los ensayos disponibles, se desarrollan y aprueban nuevas
versiones, se incorporan elementos para reducir el periodo de ventana tanto

como es posible, y se lanzan al mercado ensayos complementarios para



asegurar un screening correcto. Las primeras pruebas que aparecen en el
mercado, son llamadas de 12 generacion y utilizan como antigeno un lisado
viral VIH, le siguen las de 29 generacion que utilizan péptidos recombinantes o
sintéticos de VIH-1 y VIH-2. Luego aparecen las pruebas de 3@ generacion,
disefadas con péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y antigeno
VIH-1 del grupo O (outlayer o marginal) y por ultimo las de 49 sensibilizadas
con péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y VIH-1 "O", y
anticuerpos para detectar el antigeno p24. De esta manera el periodo de
ventana pudo reducirse en promedio de 45 dias a 15, situacion muy importante
para la deteccion de infecciones tempranas, y para el tamizaje serologico de la

sangre a transfundir’. (13) Se muestra graficado a contunuacion (figura 1).

Ventana inmunolégica

0 10 20 30 40 50

Dia del ingreso .
ﬁdelvirusal Dias

huésped
Figura 1: periodo de ventana inmunoldgica. Tomado y modificado de Cudola A.
(13)

Ademas de la evolucion en la performance de los reactivos, debe
destacarse el avance en el disefio de la metodologia para el desarrollo de estas
pruebas, de manera tal que, para diferentes escenarios epidemioldgicos, hay
distintos ensayos de mayor o menor complejidad.

Actualmente, la disponibilidad del equipamiento roboético para el trabajo
automatizado en el laboratorio, contrasta con la simpleza de los métodos

manuales, Unica alternativa en lugares de escasa demanda o menores recursos.
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Por ejemplo, mientras se dispone de sistemas totalmente automaticos con
metodologia de inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA),
también se realizan analisis con la técnica de ELISA o con las técnicas de
aglutinacion de particulas (AP) entre otras, cuya lectura es visual y la
interpretacion de su resultado, subjetiva. Todas son utilizadas frecuentemente
en nuestro medio, cada una segun el escenario al que corresponda.

Ademas, se suma la relativamente reciente incorporacion del test rapido
(TR), que constituye una valiosa herramienta por las caracteristicas del mismo:
simple de realizar y rapido, puede efectuarse la determinacion en no mas de 15
minutos y hasta, en algunos casos, se esta promocionando el auto test. (14)

Cabe aclarar, que la disponibilidad de recursos en materia de diagnostico
de infeccién por VIH, esta fuertemente ligada a la vigilancia epidemioldgica que
pretende aplicarse en cada escenario. De hecho que, los lineamientos
nacionales en politica de salud, apuntan a la accesibilidad al diagnostico en
tiempo y forma. (15) Esto, sin duda, esta ligado a su vez a la misma consigna
que imparten los organismos internacionales. Como ejemplo podemos citar una
de las metas fijadas por la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS)
dirigidas a la eliminacion de la transmision materno-infantil de VIH y Sifilis
congénita en América Latina y el Caribe.”

En una edicién especial sobre Actualizaciones en SIDA, publicada a partir
del cumplimiento de los 30 afios de la epidemia, se menciona como uno de los
pasos “del camino a seguir”, una mayor oferta de pruebas para deteccion de Ac
anti VIH, incrementando el nimero de las que ya se estan realizando, y asi
garantizar la accesibilidad equitativa al diagndstico a toda la poblacidn,
poniéndose énfasis en los sectores claves o mas vulnerables. (16)

En la figura 2 que se reproduce a continuacion, adaptado de Stekler ]
et al., se puede observar de forma esquematica la evolucidon de las técnicas,
con la descripcién de los métodos y las ventajas que cada una aporta para la

deteccién de la infeccién por el VIH en relacion al periodo ventana. (17)

® Guia Clinica para la eliminacion de la transmisién matern o-infantil de VIH y de la Sifilis congénita en
América Latina y el Caribe OPSW 2010 pag 15.



Table 1. HIV testing assays and their “window periods.”

“"Window period” “Window period”

HIV test Assay method estimates, weeks® reduction, daysb
First-generation EIA Viral particles used to bind patient HIV Ab, detected by marker ~6
conjugated to anti-human Ab
Second-generation EIA Same as first-generation EIA except uses purified HIV Ag or re- ~4-6 10
combinant virus
Third-generation EIA "Antigen sandwich”: synthetic peptide used to bind patient HIV ~3-4 6

Ab followed by marker conjugated to additional HIV Ag; able
to detect IgM

Fourth-generation EIA  Uses third-generation EIA methodology plus monoclonal Ab to ~2 5
p24 Ag to detect patient p24 Ag
Pooled HIV NAT First combines multiple individual samples into one common <1-2 3

pool, then uses PCR or other amplification techniques to de-
tect patient viral nucleic acids

Individual HIV NAT As above, except that samples are tested individually rather than <1-2 3
diluted by pooling

NOTE. Data are from [5, 6, 16, 19). Ab, antibody; Ag, Antigen; HIV NAT, HIV nucleic acid testing.

® “Window periods” listed are averages. For example, although second generation ElAs will detect HIV infection in nearly all individuals within 6 weeks of
HIV acquisition, in a study of occupationally exposed health care workers, 5% of subjects did not have seroconversion until at least 6 months following the
exposure [20].

" Compared with an immediate less sensitive assay, the “window period” for pooled HIV NAT is, on average, 3 days shorter than the “window period” for
a fourth-generation EIA.

Figura 2: periodo de ventana de los ensayos para VIH. Tomado y modificado de
Stekler. (17)

Como muestra el cuadro, con la aplicacién de las técnicas moleculares o
reaccion en cadenas de polimerasa (PCR), se reduce ostensiblemente el periodo
ventana y marca el comienzo de una nueva etapa del conocimiento del
VIH/SIDA. Esta aplicacion nos aporta nuevos elementos, Utiles para un mayor
conocimiento de los mecanismos de infeccion, ciclo de replicacion, respuesta a
los tratamientos, para mencionar solo los de mayor relevancia. (17)

A pesar de los avances en el desarrollo de nuevos métodos
diagndsticos, si los resultados de las determinaciones que se efectian no son
confiables y no poseen la certificacion de calidad correspondiente, dichos
avances carecen de valor. Lo concreto es que hoy, en la provincia de Cérdoba y
en Argentina, en general, son pocos los laboratorios enrolados en un programa
de evaluacion externa y con ello surge la posibilidad de la inseguridad de los
resultados. Las constataciones de los errores de laboratorio, efectuadas en afos
anteriores, forman parte de las razones que motivaron la eleccién del tema.

De alli que un abordaje integral de esta epidemia, requiera aplicar
distintas estrategias de diagnostico, tratamiento y prevencion, en los que deben
intervenir todos los actores del equipo de salud, contemplando las

particularidades de cada region. La evolucién del conocimiento, le otorga un
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singular dinamismo, siendo necesarios continuos aportes y acciones de parte de
la comunidad cientifica. (18)

La epidemia crece: los datos aportados en el Congreso de SIDA 2010,
dan cuenta que ya existian 33,4 millones de personas portadoras del VIH en el
mundo, y cada afo se infectan 2,7 millones de personas. Esto genera la
necesidad de optimizar respuestas concretas ante esta demanda.©

El recurso humano también debe estar capacitado, ser
permanentemente actualizado, y evaluarse todos los factores que influyen en la
calidad de un resultado de laboratorio. Una de las principales herramientas, es
el monitoreo externo de los laboratorios, que no se lleva a cabo
adecuadamente en nuestro pais por diversos factores. Entre algunos de ellos,
podemos mencionar la escasa disponibilidad de paneles de evaluacion externa
para VIH en nuestro medio, ya que es poca la oferta. Su accesibilidad, por su
costo, no es universal y ademas, la burocracia para la compra de estos en el
extranjero se convierte en otro obstaculo importante.

Anos atrds el Center for Disease Control/ (CDC) de Atlanta, Georgia, USA
ofrecia un programa: “Model Performance Evaluation Program Human
Inmunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) Antibody Testing”, al cual se accedia de
manera gratuita, y permitia a los laboratorios estar evaluados
permanentemente. La discontinuidad en el acceso al mismo obliga a buscar
nuevas alternativas de control.¢

En este sentido, Cudold A. manifiesta “Por otro lado, los organismos
nacionales e internacionales que se ocupan de la epidemia, promueven la
instalacion de nuevos centros de testeos a fin aumentar la accesibilidad al
diagndstico oportuno y al asesoramiento adecuado, y con ello aumenta también
el numero de laboratorios que deben ser evaluados en su desempefio”. De
hecho el Programa Provincial de VIH/SIDA del Ministerio de Salud provincial
viene realizando campanas de testeos, centrando el interés en los grupos mas
vulnerables, y de esta manera también se incrementa el nimero de personas

testeadas en el laboratorio. Esta actividad es realizada en sintonia con la

¢6™ IAS Conference on HIV pathogenesis, treatment and prevention 17 — 20 July 2011 — Rome , Italy
4 U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES Centers for Disease Control and Prevention
Public Health Practice Program Office Division of Laboratory Systems Atlanta, Georgia 30341-3717.



propuesta del Ministerio de Salud de la Nacidén, que en su plan estratégico,
propone implementar, "por lo menos un sitio centinela por cada poblacion
especifica por provincia”, (13) también sugerido por organismos
internacionales.

Los ultimos reportes estadisticos argentinos muestran que cada afio se
notifica, a la Direccion de SIDA y Enfermedades de Trasmision Sexual (DS y
ETS) del Ministerio de Salud de la Nacidén alrededor de 5.500 diagndsticos
nuevos de infeccién por VIH. En el afio 2009, esto representd una tasa de 12
diagndsticos de infeccidon por cada cien mil habitantes. Segin la Ultima
publicacidn, se estima en 130.000 la cantidad de personas que viven con VIH
en Argentina. Ese mismo afo la tasa de SIDA fue de 3,9 y la de muertes por
SIDA de 3,5 por 100.000 habitantes. Asimismo diversos estudios revelan que
hasta un 50% de las personas infectadas del pais podrian desconocer su
condicién.®

Reducir la cantidad de personas que no conocen su infeccion es una
prioridad, ya que muchas de ellas pueden tener acceso a una atencion
oportuna y con ello disminuir el riesgo de complicaciones y mejorar su
pronostico y calidad de vida. Por lo tanto, es necesario tener la certeza de que
cada infectado por VIH conoce su condicion de tal, para poder tomar las
medidas de prevencién y seguimiento y asi llegar a cortar la cadena de
trasmision de la infeccion.

Con la finalidad de que se efectuen todos los test de deteccion
necesarios, el Ministerio de Salud a través del programa nacional de la DS y
ETS distribuye reactivos a nivel nacional para efectuar las determinaciones de
screening. En el ano 2010 se distribuyen alrededor de dos millones de
determinaciones para VIH. Entre las diferentes técnicas usadas se encuentran
las reacciones por ELISA, AP y/o TR.

Mejorar el acceso a las pruebas del VIH es uno de los cinco pilares de la
iniciativa: Tratamiento 2.0 de la OPS, en la cual, se menciona que es posible

reducir mas del 90% la trasmision de la infeccion y con ello, el impacto

¢ Boletin sobre VIH-sida en la Argentina, Direccion de Sida y ETS Ministerio e Salud de la Nacién, N° 28
Afo X1V, Diciembre 2011, pag 4-5.
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estimado seria evitar diez millones de muertes por esta causa hasta el ano
2025.f

La necesidad de resultados de laboratorio seguros, tanto para el
paciente, como para el médico y para los responsables de implementar las
politicas de salud y toma de decisiones en esta realidad que es la pandemia del
SIDA, es indiscutible. Ante este escenario es imprescindible contar con un
elemento que sea confiable, seguro, accesible y sustentable en el tiempo, para
la evaluacion externa de laboratorios que realizan deteccion de Ac anti VIH.
Este trabajo pretende aportar una respuesta a esta demanda actual.

Contar con resultados de laboratorio confiables y poder asi cumplir con
las recomendaciones internacionales, responde a una necesidad diaria del
paciente y del médico, mas alla de lo ético, la responsabilidad profesional y las
recomendaciones nacionales e internacionales.

En los ESTANDARES DE CALIDAD PARA LABORATORIOS CLfNICOS,
elaborados en el “Workshop on the Management of Clinical Laboratories”,
Manila, Philipines, la World Health Organization (WHO) recomienda: B/3 “£/
laboratorio debe realizar el control de calidad interno y participar en la
evaluacion externa de la calidad".’

Recomendaciones acerca de la calidad de los resultados de los
laboratorios se reiteran en distintos &mbitos: la OPS desde el Area de
tecnologia, Atencidn de la Salud e Investigacién (THR) Proyecto de Tecnologias
de Salud para la Calidad de la Atencién (HT) en el “ Curso de Gestion de Calidad
y Buenas Practicas de Laboratorio” pone énfasis en la calidad de los resultados
de laboratorio."

En la Reunidén de Consenso sobre Consejeria y Prueba Voluntaria del
VIH en Bogotd — Colombia, (19) entre sus conclusiones y recomendaciones
destaca los cinco ejes constitutivos, en relacion a la consejeria y prueba, en el
marco del trabajo en una perspectiva de Derechos Humanos (DDHH) y enfoque
de salud publica: consejeria, consentimiento, confidencialidad, resultados

confiables y vinculacion al cuidado.

fOPS. Nota técnica: tratamiento 2.0, Octubre 2011, p.1
& Rs/2003/GE/27(PHL).
" OPS. Documentos Técnicos. Politicas THR/HT-2009/001
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Para ello, se debe trabajar con sueros control que sirvan de controles
de calidad (CC), tanto internos como externos. Como ya se menciond, la escasa
disponibilidad de paneles de evaluacidn externa, para poder evaluar el
desempefio de los laboratorios, por ser poca la oferta y dificultosa su
accesibilidad, son obstaculos importantes. Ello avala y sustenta el objetivo del
desarrollo de un suero control. EI mismo debe ser evaluado en cuanto a su uso
como control de calidad externo (CCE) y las posibles mejoras en el desempefio

de los laboratorios, que nos permita establecer los alcances de su aplicacién.
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CAPITULO II
MATERIAL Y METODOS
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Para la elaboracién del suero control se utiliza, como materia prima, el
plasma humano que se obtiene de Bancos de Sangre, debidamente autorizados
por el Ministerio de Salud de la Provincia. (20)

A dichos Bancos, se les solicita la provision de las unidades de plasma,
que resultaron REACTIVAS para la determinacién de Ac anti VIH en el proceso
de tamizaje seroldgico, debiendo informar el tipo de equipo y reactivo donde se
corre la prueba.

La técnica que se usa es ELISA de cuarta generacion o CMIA. Son
consideradas reactivas aquellas cuyos resultados tengan un valor superior al
punto de corte o cut off especificados por el fabricante.

El plasma es tratado in vitro segun el procedimiento que se describe
posteriormente, para obtener una solucién de proteinas purificada y estable.
Dicha solucién, que estd compuesta mayoritariamente por albimina vy
gammaglobulina, se utiliza como control positivo a la hora de efectuar los test
de tamizaje o screening de laboratorio para la deteccion de infeccién por VIH.
Los anticuerpos que se ponen de manifiesto son inmunoglobulinas de tipo IgG,
es decir gamma globulinas.

A partir del conocimiento de fraccionamiento plasmatico por el método
de Cohn, y modificaciones posteriores, es posible purificar individualmente las
distintas proteinas plasmaticas: albumina, gammaglobulinas, polivalentes o
especificas, factores de coagulacidon y otras, para su uso farmacoldgico. Cada
una posee su respectiva indicacion médica.

El método de fraccionamiento plasmatico conocido como Método de
Cohn, durante el proceso de obtencion de albimina utiliza etanol, temperatura,
pH y la fuerza idnica, a los fines de insolubilizar y precipitar las proteinas no
deseadas. Fue publicado originalmente por Cohn & Oncley en 1946 y continua
hoy siendo el principal método de procesamiento de plasma en la
manufacturacion de albumina. (21) (22)

Si bien Nitschamann y Kistler describen posteriormente un método mas
corto para el procesamiento de albumina, éste no se impuso (23). Estos
mismos autores publican ocho afos de experiencia del fraccionamiento
plasmatico en 1962. (24)
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Una revision interesante de los métodos de fraccionamiento plasmatico
se encuentra en The Lancet, donde se citan las mayores contribuciones de la
historia en esta tecnologia. (21) (22) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31)

A partir de la universalizacion de la produccion de albumina de forma
convencional, se planted el desafio de la inactivacidn viral y su estabilizacion a
largo plazo. Para ello se introduce el agregado de caprilato de sodio para
procesar plasma y aportarle a la albiUmina mayor estabilidad e inclusive la
posibilidad de su pasteurizacion. Hoy es el método mas extendido. Desde la
publicacién de Cohn et al en 1946 pasaron mas de veinte afios hasta que se
publica el articulo de M. Steinbuch, con la alternativa de agregar caprilato de
sodio al proceso. (32)

El estabilizante de la gamma globulina liqguida que se utiliza como
medicamento es el sorbitol. En el procedimiento seguido para la produccién de
gamma globulina mas utilizado se parte de una fraccion rica en
gammaglobulina, preferentemente de la Fraccion II del método de Cohn-
Oncley, con una pureza >95% en gamma globulina. Se afade glicina y
bentonita, se centrifuga y filtra. Se obtiene asi, una solucion de gamma
globulina la cual requiere ser estabilizada tanto para su duracidon como para ser
tratada térmicamente. La etapa de tratar térmicamente una solucién acuosa,
que comprende gamma-globulina no modificada quimicamente implica el
agregado de hasta 70 gr de sorbitol por cada 100 mL de la soluciéon acuosa.

Cuando se requiere utilizar el conjunto de las proteinas, para otros
destinos, sin fraccionarlas, la purificacion de las mismas, utilizando en forma
abreviada algunos de los métodos descriptos para cada una de ellas, es un
proceso mas simple. Ademas se puede lograr el incremento de su estabilidad,
adicionando los productos ya mencionados y aprovechar el hecho de que las

proteinas, entre si, se estabilizan mutuamente.

15



1. Materia Prima, Reactivos e Instrumentos

Tal como se menciond, el plasma humano, utilizado como materia prima,
se obtiene de unidades de sangre, estudiadas segun las normas regulatorias en
la materia que garantizan su calificacién cualitativa. (20)

A las mismas se le realizan los estudios seroldgicos para la deteccion de
distintas infecciones, indicadas por la legislacion vigente. Estas son para: VIH,
virus de Hepatitis B (VHB), virus de Hepatitis C (VHC), virus linfotropico de
células T del ser humano (HTLV) y para las enfermedades de Chagas, Sifilis y
Brucelosis. También se realiza la deteccién de ARN viral para VIH, VHB y VHC,
mediante técnicas de biologia molecular.

El plasma humano reactivo solamente para VIH, es el utilizado para
elaborar el suero control. Como testigo negativo y como diluyente del testigo
positivo, cuando éste es fuertemente reactivo, se utiliza plasma no reactivo
para todas las pruebas seroldgicas incluyendo las pruebas de deteccién de ARN
viral. Todo ello se efectiia con reactivos y técnicas aprobadas por ANMAT.

Para el anadlisis de las unidades utilizadas en este estudio, se utilizan los

métodos y reactivos que se detallan a continuacion:

Tabla 1: métodos y reactivos utilizados

Infeccion /Marcador Método _ Marca

CHAGAS HAI WIENER®
CHAGAS ELISA BIOSCHILE®
SIFILIS VDRL WIENER®
BRUCELOSIS HUDDLESSON WIENER®
HEPATITIS C Ac anti VHC CMIA ABBOTT®
HEPATITIS B Ag HBs CMIA ABBOTT®
HEPATITIS B Anti HBcore CMIA ABBOTT®
HTLV 1/2 Ac Anti HTLV CMIA ABBOTT®
VIH Ag P24 Ac anti VIH CMIA ABBOTT®
Acidos Nucleicos HIV VHC VHB PCR real time ROCHE®

Otros materiales que se utilizan son: acido caprilico o caprilato de sodio,

sorbitol, acida sddica, solucion fisioldgica, todos en cantidades especificadas en
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el procedimiento (ver anexo). También se utiliza en el procesamiento del
plasma, como precipitante, un derivado de la bentonita: silice o silica. Una
interesante revision de este mineral la realiza Martin K (33) y se encuentra
disponible en internet'.

Respecto al equipamiento necesario para el procesamiento del plasma
hasta la obtencion del suero control, se requiere de: heladeras, freezer de
menos 20°C, bafio maria, centrifuga refrigerada, estufa de cultivo, pipetas
automaticas, tubos y equipamiento menor de uso en la rutina de todo
laboratorio clinico.

Se utiliza un equipo de ultrafiltracion tangencial: Quix Stand”™ de GE
Healthcare Lifesciences con cartuchos filtrantes a base de fibras huecas. El
elemento filtrante es, a su vez, esterilizante de la solucién dado que posee
poros de 0,2 p. Este instrumental especifico para el procesamiento del plasma
cumple un rol preponderante al momento de la purificacion del mismo y le
confiere los atributos para comportarse como suero control.

Una vez finalizado el procedimiento, se evalla la reactividad del suero
control y para ello se utilizan en la deteccion de anticuerpos humanos anti VIH
los siguientes métodos: ELISA, CMIA, AP, TR, el gold standard o test
confirmatorio que se utiliza en VIH es la inmunotransferencia o Western Blot
(WB), de acuerdo a las recomendaciones de los expertos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (34).

2. Preparacion del suero control

El plasma, como ya se menciond proviene de las unidades de sangre
seropositivas para VIH de donantes de sangre voluntarios. Cada unidad de
sangre, se procesa para la separacién de los elementos formes de la sangre,
del propio plasma, mediante centrifugacion. El plasma es trasvasado a una
bolsa satélite y congelado a menos 20°C. El laboratorio solicita la derivacion de

los plasmas VIH reactivos, a los fines de ser procesado y utilizado como suero

"http://www.bago.com/BagoArg/Biblio/cimedweb683.htm
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testigo o control positivo y cuando se recibe el plasma con su correspondiente
informe seroldgico se mantiene en stock a -20°C hasta la fecha de su
utilizacion.

El plasma humano, que se utiliza como materia prima del suero control
no reactivo, negativo para todas las determinaciones, también es obtenido de
las unidades de sangre con serologia no reactiva y sometido al mismo
procedimiento que el plasma reactivo para VIH.

Luego se procede a su tratamiento fisico, purificacion, estabilizacion y
filtracion, para la obtencion del control, que presente todos los atributos
necesarios para su correcta utilizacion. El procedimiento operativo estandar

(POE) se encuentra descripto en detalle en el anexo 1.

3. Disefio metodoldgico

Todo trabajo de investigacion, requiere de un disefio que oriente la
construccién y aplicacion de un instrumental que permita la recoleccion de
datos e informacidon para su posterior tratamiento, analisis y elaboracion de
conclusiones.

No existe un criterio Unico acerca de lo que se define como disefio de
investigacion. Por el contrario, nos encontramos con autores que hacen énfasis
a aspectos metodoldgicos para referirse al disefio y con otros que incluyen
ademas aspectos administrativos de la investigacion. Sin embargo, en términos
generales se puede afirmar que el disefio metodoldgico es la descripcion de
cdmo se va a realizar la investigacion y se asume como una estrategia de
caracter general que orienta el proceso. (35)

El marco metodoldgico constituye un espacio en el que se deben prever
los procedimientos ldgicos, técnicos y operacionales que envuelven al proceso
de investigacion con el propdsito de descubrir y analizar los supuestos del
estudio.

Ademas comprende a la poblacion, la muestra de estudio, las técnicas e

instrumentos de recoleccion y analisis de datos.
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Diferentes autores destacan, que la recoleccion de los datos es el paso
previo y sistematico, a su posterior analisis por diferentes métodos. (36) (37)
Para gran parte de los metoddlogos investigadores uno de los problemas
a cuidar a la hora de seleccionar, disefiar y aplicar técnicas e instrumentos de
investigacion, es el de su validez y confiabilidad.
La validez se refiere a la capacidad de recoger los datos que se
pretenden recoger, mientras que la confiabilidad, al grado en el que su
aplicacion repetida a los mismos sujetos y en condiciones iguales sus resultados
sean iguales.
e VALIDEZ: Se refiere al grado en que se logra medir lo que se pretende
medir. La validez es requisito para lograr confiabilidad de los datos. Si
una informacion es valida, también es confiable.
e CONFIABILIDAD: Se refiere a la consistencia, coherencia o estabilidad de
la informacion recolectada. Los datos son confiables cuando al ser
medidos en diferentes momentos, por diferentes personas o por distintos
instrumentos; son iguales. Un dato puede ser confiable pero no valido.
Los distintos tipos de hipotesis demandaran investigaciones que se
clasifican como cuantitativas o cualitativas (38). Las investigaciones
cualitativitas hacen mas énfasis en la validez, mientras que las cuantitativitas en
la confiabilidad y a la reproducibilidad de una investigacion (39).

Segun lo propuesto por Hernandez y cols (36) se consideran cuatro tipos
de metodologia de la investigacion los cuales son:

A) Investigacién exploratoria. Consiste en estudiar un tema poco
estudiado.

B) Investigacion descriptiva. Va en busca de especificar las
propiedades, caracteristicas y rasgos que son considerados
relevantes de cualquier fenémeno.

C) Investigacidn correlacional. Evalla la relacidn que existe entre dos
0 mas variables.

D) Investigacion explicativa. Establece las causas de los eventos,
sucesos o fendmenos que se estudian.

El presente trabajo de investigacidn se encuadra en el tipo de estudio,

descriptivo y correlacional, con enfoque cuantitativo y prospectivo en el tiempo.
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Descriptivo porque es el que se utiliza para conocer la distribucion y
caracteristicas de los problemas que afectan a las personas u objetos de
estudio y saber cuando hay un fendmeno medible o cuantificable.

Cuantitativo pues pretende analizar y entender un fendmeno, segun
variables prefijadas, dentro de una poblacidon determinada y en este caso en
puntos determinados de tiempo (cortes transversales) a lo largo del estudio
(37).

4. Diseno del estudio del Suero Control

En la evaluacion del suero control, se valora la precision, que refleja la
medida en que los valores de una serie repetida de ensayos analiticos, que se
realizan sobre una muestra homogénea, son semejantes entre si. (40)

La United States Pharmacopeial Convention (USP) XXII (41) afirma que,
la precisidn es la expresion del grado de la reproducibilidad mientras que la
Norma Britanica’ incluye a la repetitividad y la reproducibilidad.

El indice utilizado, para medir la reproducibilidad, es el indice de

concordancia, el cual muestra la proporcién global de acuerdos de un numero
determinado de observaciones de un mismo fendmeno o en este caso,
determinaciones hechas en el suero control por un mismo examinador*.

Se comprueba la repetitividad, realizando de 20 a 30 mediciones en dias
diferentes, registrando los datos en el grafico de Levey & Jennis y validando los
resultados con reglas de Westgard. Es decir, los resultados son evaluados con
herramientas de estadistica basica, para el control estadistico del proceso:
Promedio (X), Desviacion Estandar (DS), que se vuelcan a los Graficos de Levey
& Jenning, que se interpretan segun las Reglas de Westgard y Coeficiente de
variacién (CV) siguiendo el procedimiento operativo de validacion. (42) (43)

La sensibilidad y especificidad de los diferentes ensayos nos permite

medir la validez del suero. La sensibilidad (capacidad para identificar

J British Standard No. BS 5497. Precision of Test Methods. 1979; pte 1
kK Tamizaje de las Poblaciones, Instituto Nacional de Epidemiologia “Dr Juan H Jara” Mar del Plata
Argentina Mayo 2002
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correctamente los positivos) y la especificidad (capacidad para identificar
correctamente los negativos) se calcularon segln los métodos convencionales'.
La reactividad del suero control, debe ser ajustada a la menor
concentracién posible de anticuerpos que sea detectable por todos los métodos.
A los fines de ajustar su concentracion se efectian diluciones seriadas segun la

descripcion en la figura siguiente:

Diluciones en Serie

100puL 100l 100 L 100l 100 L 100 uL 100wl 100 L

10000000C

puro + + + + + + +
Diluente® 900 uL. 900 uL 900 uL 900 L 900 L 900 uL 900 uL 900 pL

Dilucién  1/10  1/102 1/10° 1/10¢ 1/105 1/106 1/107 1/108

100 pL
+

Amadeo Sdez-Alquézar

(*): pool de sueros negativos Colombia 2006

Figura 3: esquema de diluciones en serie.

El criterio de positividad utilizado en este trabajo, (Criterio de la Cruz
Roja Americana) es el que resultd adecuado para la poblacién de nuestro
medio, segin un trabajo ya publicado. En dicho estudio se muestra que el
94,28% de los resultados indeterminados fueron, a partir del seguimiento,
definidos como negativos, en muestras posteriores. De esta manera, este
criterio permitié clasificar como indeterminadas (10,61%: 7/66) muestras que
hubieran sido consideradas positivas por otros criterios consensuados

internacionalmente. (44)

' Tamizaje de las Poblaciones, Instituto Nacional de Epidemiologia “Dr Juan H Jara” Mar del Plata
Argentina Mayo 2002
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Se utiliza como testigo positivo a la mayor dilucidn que resulta positiva
para todas las pruebas, siendo el WB el mandatario en su condicién de gold

standard conforme se representa en la figura siguiente.

Suero anti-HIV Positivo
Diluciones con Distintos Kits

Muestra  ELISA1  ELISA2  ELISA3 wB
Dil: 1/.... DO/co DO/Cco DO/co Resultado
1 >12,8 >23,5 19,5 +
10 >12,8 23,2 18,4 +
102 >12,8 337 8,1 + (ccH)
10° >12,8 20,2 0,6 '
104 >12,8 13,3 01 (
105 >12,8 8,0 0,1 - {cat]
106 7,9 3,1 0,1 \
107 3,2 1,4 0,0
108 1,5 08 0,0

Figura 4: esquema de diluciones y ensayos con distintos métodos.

Ademas, la técnica de WB tiene sus particularidades a la hora de su
interpretacion, ya que, distintos organismos internacionales utilizan diferentes
criterios, que deben ser adoptados por los laboratorios que realizan el
diagndstico.

Se considera POSITIVA, a una muestra REACTIVA para Ac anti VIH,
cuando se detecten por WB, glicoproteinas codificadas por los gen ENV, POL o
GAG. El cuadro siguiente resume los distintos criterios de positividad vigentes
actualmente. (Tabla 2) (45)

Tabla 2: criterios de positividad segun reactividad de WB

Criterio Reactividad a

OMS Dos glucoproteinas cualquiera de: gp160, gp120, gp41

Cruz Roja Americana Una proteina de cada gen estructural (env, pol y gag)

FDA p24 + p32 + (gp41 o0 gp120 o gp160)

CRSS p24 + (gp41 0 gp120 0 gp160) o p32 (gp41 o gp120 o gp160)
CDC/ASTPHLD p24 + (gp41 0 gp120 o gp160) o gp41 + (gp120 o gp160)
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5. Evaluacion de la Aplicacion y Utilizacion del Panel de Suero Control

Los envases que contienen los CCE, son tubos de base plana para que
no requieran de soportes especiales para su apoyo mientras se utilizan (por
ejemplo gradillas de laboratorio) y la tapa es con cierre a rosca a fin de evitar
salpicaduras o aerosoles que se puedan generar durante su apertura, cuando
se utiliza tapa a presion.

El panel, para su traslado, se coloca en un sobre de plastico, también de
cierre hermético, el cual a su vez se pone en otro sobre flexible de material
absorbente en su interior, respetando asi las normas de bioseguridad vigentes.

Para la evaluacién de la aplicacién del suero control, como parte del
sistema completo de monitoreo externo de laboratorios, se incluyen
laboratorios que efectian ensayos para deteccion de infeccién por VIH a
distintas poblaciones: pacientes de demanda espontanea que concurren a los
establecimientos de salud, donantes de sangre a quienes se les realiza la
serologia pretransfusional, personas estudiadas por diferentes programas como
el control de embarazadas, hemodializados, proyectos especiales llevados a
cabo en distintos sectores como en campanas de testeo voluntario en
universidades, entre otros.

El suero control, se envia a los laboratorios participantes enrolados en el
programa de control de calidad externo, que realizan la deteccién de
anticuerpos anti VIH pertenecientes a la Red Provincial y Nacional de VIH,
Bancos de Sangre de distintas provincias y laboratorios independientes. Se
envia en forma de panel de cinco muestras, con distintas reactividades, de las
cuales por lo menos una y no mas de tres deben ser negativos o positivos™.

A los laboratorios participantes, se les remite el panel de CCE y se le
adjunta un instructivo, es decir las normas y procedimientos de utilizacion, de
los sueros control. EI mismo se reproduce en anexo 2.

El laboratorio participante debe procesar el suero control en un ensayo

de rutina y con igual procedimiento que realiza cotidianamente, tal como

™ Se comenzo por un nimero reducido y se llegd a mas de 200 efectores, esta programado efectuar dos
rondas anuales.
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aconsejan los expertos en la materia para cualquier control de evaluacion
externa. (45)

Una vez que se reciben las respuestas de cada laboratorio, segun el
plazo estipulado, se realiza el envio de los resultados correctos, es decir la clave
de resultados, con el fin de que cada uno pueda comparar su respuesta con los

resultados correctos del panel de sueros control, anexo 3.

6. Instrumentos para la recoleccion de datos

Los resultados recibidos en tiempo y forma, en los formularios

correspondientes, son volcados a la ficha global ad Aoc.

Tabla 3: formulario de carga de resultados

LABORATORIOQOS PE R NR C I F(+) F(-)
Provincia N° 1
Provincia N© 2
Provincia N° 3
Provincia N° 4
Provincia N° 5
Provincia N° 6
Provincia N° 7
Provincia N° 8
Provincia N° 9
Provincia N° 10
Provincia N° 11
Provincia N° 12
Provincia N° 13
Provincia N° 14
Provincia N° 15
Provincia N° 16
TOTAL
%

Referencias: PE: paneles enviados; R: respondieron; NR: no respondieron; C: correctos; I:

incorrectos; F(+): falso positivo; F(-): falso negativo

Esta permite una rapida apreciacion de los resultados y extraer los datos
para su procesamiento. Luego se desglosa en partes segun la técnica utilizada.

El detalle completo de las fichas esta en el anexo 4.
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7. Tratamiento y Analisis de los datos

Finalizado el plazo estipulado en el instructivo que acompaia cada envio
de paneles, constituidos por el suero control en sus distintas diluciones, se
procesa la informacion recibida.

La recopilacion, organizacion y analisis parcial y total de las respuestas
se efectiian en planillas especificas, ya mencionadas.

En el trabajo se respetan las etapas que contempla el diseno
metodoldgico: recopilacién de datos, organizacion, analisis de las series de
datos, presentacion de resultados y formulacion de conclusiones.

Luego se realizan estudios comparativos de calidad de desempefo de los
laboratorios. Todos los datos tienen su correspondiente tratamiento estadistico,
seleccionando el que se considere mas adecuado.

El tratamiento estadistico se efectuara aplicando el indice de
Concordancia y el coeficiente Kappa a fin de medir el grado de concordancia no
aleatoria."

Una vez concluido el analisis, se efectia la devolucidon del informe final
tanto a cada participante como a las autoridades jurisdiccionales y a la DS y
ETS.

El andlisis conforme lo antes descripto, nos permite llegar a las
conclusiones en cada ronda, la presentacion de las mismas y sugerencias

finales.

" Tamizaje de las Poblaciones, Instituto Nacional de Epidemiologia “Dr Juan H Jara” Mar del Plata
Argentina Mayo 2002
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CAPITULO III
RESULTADOS
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Los resultados de la evaluacion del suero control y su aplicacion, que se
efectia de acuerdo a estandares internacionales usando la metodologia antes
descripta, se detallan y se representan en forma grafica, para una mejor
visualizacion.

Entre las técnicas para representar los resultados cuantitativos de
Control de Calidad (CC), se utilizan los graficos de Levey-Jennings. Estos
exponen datos del comportamiento del CC en el tiempo. En el eje de abscisas
se registra el tiempo y en ordenadas las concentraciones o resultados. Se
obtiene la media con los limites de control superior e inferior. Nos permite ver
los resultados durante semanas o meses.

Para establecer la media y desviacion estandar (DE), se deben efectuar
20 determinaciones en al menos 5 procesos diferentes, de las cuales surgiran
dichos valores.

El DE se usa para establecer los limites de control fijos (= 3 DE a partir
de la media del objetivo). Esto nos servira luego para determinar la
repetitividad del suero control.
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RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL SUERO CONTROL

PRECISION

Tal como ya fue expresado, la precision refleja la medida en que los
valores de una serie repetida de ensayos analiticos, realizados sobre una
muestra homogénea, son semejantes entre si.

A continuacién se muestran la representacion de los resultados obtenidos
durante diferentes periodos de tiempo en la evaluacién del suero control
utilizando la metodologia de CMIA de marca Abbott®, por ser la de mayor
difusion en nuestro medio dentro de los sistemas automatizados. Periodos de
20 dias, no consecutivos de seis meses de trabajo, se muestran graficados a

continuacion (Figuras 5, 6, 7, 8).

21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Figura 5: graficos de Levey-Jennings de los ensayos efectuados del dia 21 al
40.

3
2 2 2 *
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L 2
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&
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-2
-3 T T T T T T T T T
61 63 65 67 69 71 73 75 77 79

Figura 6: graficos de Levey-Jennings de los ensayos efectuados del dia 61 al
80.
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121 123 125 127 129 131 133 135 137 139

Figura 7: graficos de Levey-Jennings de los ensayos efectuados del dia 121 al
140.

161 163 165 167 169 171 173 175 177 179

Figura 8: graficos de Levey-Jennings de los ensayos efectuados del dia 161 al
180.

Se encuentran graficados otros periodos en anexos 5y 6.

VALIDEZ

La validez del suero control se determina a partir de la reactividad del
mismo frente a los diferentes ensayos, efectuados para tal fin y se clasifica
como positivo al suero control que resulta reactivo, utilizando reactivos
validados previamente y siguiendo el procedimiento establecido por el
fabricante (n:180) y como negativo el suero control no reactivo (N: 180).

El suero control positivo, es entendido como un instrumento de
referencia, que permite clasificar correctamente el resultado de una prueba,

realizada para detectar la presencia de Ac anti VIH. Su sensibilidad es evaluada
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segun su comportamiento frente al go/d standard. La misma, es este caso, fue
del 100%.

El suero control negativo, es entendido como un instrumento de
referencia, que permite clasificar correctamente el resultado de una prueba,
realizada para detectar Ac anti VIH. Su especificidad es evaluada segin su
comportamiento frente al go/d standard. La misma, es este caso, fue del 100%.

Los resultados de las determinaciones efectuadas a lo largo del tiempo
mostraron una completa concordancia, se muestra graficado a continuacion
(figura 9).

100% 100% 100% 100%

Sensibilidad Especificidad ICP ICN

Figura 9: sensibilidad / especificidad e indice de concordancia de
determinaciones positivas (ICP) / indice de concordancia de determinaciones

negativas (ICN) del suero control (positivo y negativo). N: 360.

ESTABILIDAD

A los fines de determinar la estabilidad del suero control, el mismo fue

sometido a distintas situaciones de estrés térmico y por diferentes periodos de

tiempo, lo cual permite evaluar y estimar su comportamiento a largo plazo.
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El promedio de la relacién de positividad (RP) de las pruebas efectuadas

por duplicado fue: para el testigo mantenido entre 2°C y 8°C durante siete

dias, de 4,256 mientras que, las muestras sometidas a 60°C durante 10 horas,

mostraron un valor de 4,208. En los ensayos mantenidos durante 7 dias a 20°C

y a 37°C se obtuvieron valores de 3,973 y 4,428 respectivamente.

En la tabla 4 se muestra el detalle de los resultados, todos efectuados

por duplicado. En el anexo 7 se reproducen los resultados de otros ensayos de

estabilidad y se muestran los resultados de AP, TR y WB.

Tabla 4: estabilidad

PRUEBA

#1: 20 a 8°C,
7 dias

#2: 60°C 10 hs. luego
2° a 80C, 7 dias

#3: -20°C, 7 dias.

#4: 37°C, 7 dias.

Referencias: °C: grados centigrados; hs: horas; cut-off: valor de corte; RP:

relacion de positividad.

lectura

0,858
0,735
0,886
0,688
0,845
0,642
0,951
0,726

ELISA para Ac anti VIH

cut-off

0,187
0,187
0,187
0,187
0,187
0,187
0,187
0,187

Lectura / cut-off RP

4,256

4,208

3,973

4,481
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EVALUACION DE LA APLICACION DEL CCE

Una vez obtenido el suero control, se ajusta la concentracién efectuando
diluciones seriadas ya consignadas en material y métodos y se conforman los
paneles de cinco tubos segun lo ya descripto. Se toma el criterio de conformar
los paneles, con un testigo negativo y cuatro positivos.

Se conforma un listado de laboratorios interesados en participar de la
evaluacion externa a los cuales se les efectuaron los envios de sueros control
que conformaron el panel de CCE. Los mismos se acompafaron de sus
respectivos instructivos.

Cada participante debe procesar las muestras de suero control que
integran el panel de CCE, conforme al instructivo que se adjuntd, como una
muestra normal a ser procesada de forma rutinaria con las técnicas que utiliza
normalmente.

Para la primera ronda del afio 2011 se enrolaron 114 laboratorios, en la
segunda ronda del afio 2011 lo hicieron 113 y en el afio 2012 solicitaron su
participacion 216 laboratorios. Se muestran graficados a continuacion (figura
10).

1° ronda 2011

2° 2011
ronda 20 25.7%

25,5%

1° ronda 2012
48,8%

Figura 10: enrolamiento de laboratorios para las tres rondas de pruebas de CCE
durante los afios 2011-2012. N: 443
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PRIMERA RONDA ANO 2011

De los 114 laboratorios a los que se les enviaron paneles, respondieron

104 y 10 no enviaron sus resultados. De los 104 que respondieron, 84 paneles
fueron respondidos de manera correcta mientras que 20 tuvieron una o mas
respuestas incorrectas. (Figura 7)

Cada panel tiene cinco muestras y cada laboratorio, puede tener entre
cero y cinco respuestas incorrectas por panel. El criterio utilizado es que, con
sblo una muestra incorrecta, el panel es considerado incorrecto.

Los resultados y sus porcentajes se muestran graficados a continuacion
(figura 11).
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Incorrectos
19,2%

84 paneles
420 muestras

Correctos
80,8%

Figura 12: resultados de la 1° ronda de 2011. Distribucion de los 104 paneles
que corresponden a 520 muestras enviadas por los laboratorios participantes
segln resultado. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes. N: 104

paneles.

Cada laboratorio que respondié un panel incorrecto puede responder
entre una y cinco muestras incorrectas. Los resultados de estos 20 laboratorios
fueron: Resultados falsos negativos: 40 muestras, resultados falsos positivos:
16 muestras y resultados correctos 44 muestras. La proporcionalidad de cada

uno se muestra graficado a continuacion (figura 13).

F(_) 40 muestras

(16,0%) [E 16 muestras

(44,0%) Correctos 44 muestras

Figura 13: resultados de la 1° ronda de 2011. Distribucion de los 20 paneles
que corresponden a 100 muestras enviadas por los laboratorios participantes
segln resultados. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes.

Referencias: F(-): falso negativo; F(+): falso positivo. N: 20 paneles.
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Dado que algunos laboratorios usan mas de una técnica, las 104
respuestas remitidas, mostraron que el panel se utilizd en 151 oportunidades en
esta ronda de CCE por distintas técnicas. Su distribucién y porcentaje de
utilizacién de cada metodologia, se muestran graficados a continuacién (figura
14).

71
22,5% 7,9% 47% 15,2% 5,3% 2%
34
23
12
8
3
[ |
ELISA MEIA AP TR CMIA ELFA

Figura 14: resultados de la 1° ronda de 2011. Distribucién de las 151
respuestas generadas por los 104 laboratorios participantes segun técnica
utilizada en CCE. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes.
Referencias: ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas; MEIA: inmunoensayo por
microparticula; AP: aglutinacion de particulas; TR: test rapido; OTRA:
inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA); ELFA: Enzyme Linked
Fluorescence Immunoassay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

fluorescente. N: 151 respuestas.
La distribucién por técnica de los resultados, con la distribucion de los

paneles incorrectos segun presentaran resultados falsos positivos o falsos

negativos se muestran graficados a continuacién (figura 15).
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22,5%

47%

15,2%
7,9%
5,3%
2%
| —1
ELISA MEIA AP TR CMIA ELFA
Muestras™] 170 60 355 115 40 15
F(+)m 0 0 16 0 0 0
F(-)m 19 0 21 0 0 0

Figura 15: resultados de la 1° ronda de 2011. Distribucién de las 755 muestras
generadas por las 151 respuestas de los 104 laboratorios participantes segun
técnica utilizada en CCE los falsos positivos y falsos negativos. Referencias:
F(+): falso positivo; F(-): falso negativo; ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas;
MEIA: inmunoensayo por microparticula; AP: aglutinacién de particulas; TR:
test rapido; OTRA: inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA); ELFA:
Enzyme Linked Fluorescence Immunoassay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas fluorescente. N: 755 muestras.

La sensibilidad del sistema que evalla el conjunto de los laboratorios
que respondieron en esta ronda fue del 90,38%.

Los falsos negativos representaron el 7,69% de las muestras de los
paneles incorrectos.

El indice de concordancia es del 89,23% en esta ronda también.

La sensibilidad® y la especificidad® del sistema junto a los valores

predictivos y su concordancia se muestran y grafican a continuacién (figura 16).

° capacidad para identificar correctamente los positivos.
P capacidad para identificar correctamente los negativos.
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(+)

N:

(+)
)
FP
FN

Concor
Discor

Infectados

NO infectados

1° Ronda 2011

Verdadero (+) Falso (+)
376 16 392
Falso (-) Verdadero (-)
40 88 128 %92
90,38
416 104 520 20,62
Sensibilidad 90,38 % ss7s
Especificidad 84,62 %
VPP 95,92 %
VPN 68,75 %
520
72,31 %
16,92 %
3,08 %
7,69 o Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
89,23 %
10,77 % Dif VPP vs VPN 31,25

Figura 16: sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del sistema de la 1° ronda de

2011.

El tratamiento estadistico,

aplicando el

indice de concordancia

observada, el indice de concordancia esperada y el coeficiente Kappa a fin de

medir el grado de concordancia no aleatoria (tabla 5), muestra los siguientes

resultados:

Tabla 5: valores de concordancia y coeficiente Kappa de la 1° ronda de 2011

Concordancia Indice

Observada 0,892
Esperada 0,652
Coeficiente de Kappa 0,689
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SEGUNDA RONDA ANO 2011

En la segunda ronda del afno 2011 se enrolaron y recibieron paneles 113
laboratorios; de los cuales respondieron 110 laboratorios y 3 no enviaron sus
resultados. De los 110 que respondieron, 88 paneles fueron correctos mientras
que 22 tuvieron una o mas respuestas incorrectas (figura 17).

Los resultados y sus porcentajes se muestran graficados a continuacion

(figura 17)
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Correctos

80.0% 88 paneles 22 paneles Incorrectos
f 0

440 muestras QURIRIEE 20,0%

Figura 18: resultados de la 2° ronda de 2011. Distribucién de los 110 paneles
que corresponden a 550 muestras enviadas por los laboratorios participantes
segun resultado. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes. N: 110

paneles.

Los 22 paneles incorrectos implican 110 muestras. Cada laboratorio que
respondid un panel incorrecto, puede responder entre una y cinco muestras
incorrectas. Los resultados de estos 22 laboratorios fueron: Resultados falsos
negativos: 28 muestras, resultados falsos positivos: 3 muestras y resultados
correctos 79 muestras. La proporcionalidad de cada uno, se muestra graficado

a continuacion (figura 19).

F(—) 28 muestras

(2 T%) | F(+) 3 muestras

(71,8%) Correctos 79 muestras

Figura 19: resultados de la 2° ronda de 2011. Distribucién de los 22 paneles
que corresponden a 110 muestras respondidas por los laboratorios participantes
segln resultado. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes.

Referencias: F(-): falso negativo; F(+): falso positivo. N: 20 paneles.
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Las 110 respuestas, mostraron la utilizacion de mas de una técnica. En
total, el panel se utilizd en 150 oportunidades en esta ronda de CCE por
distintas técnicas. Su distribucién y porcentaje de participacion de cada

metodologia se muestra graficado a continuacion (figura 20).

79
28,3% 6,7% 52,7% 8,7% 7,3% 2%
34
10 13 11
3
| I
ELISA MEIA AP TR CMIA ELFA

Figura 20: resultados de la 2° ronda de 2011. Distribucién de las 150
respuestas generadas por los 113 laboratorios participantes segun técnica
utilizada en CCE. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes.
Referencias: ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas; MEIA: inmunoensayo por
microparticula; AP: aglutinacion de particulas; TR: test rapido, OTRA:
inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA); ELFA: Enzyme Linked
Fluorescence Immunoassay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

fluorescente. N: 110 respuestas.

Los resultados, con su distribucién segun técnicas utilizadas y falsos

positivos o falsos negativos, se muestran graficados a continuacién (figura 21).
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52,7%

22,7%
6,7% 8,7% 7,3%
2%
—
ELISA MEIA AP TR CMIA ELFA

Muestrag— 170 50 395 65 55 15
F(+)3 0 0 3 0 0 0
F(-)mm 4 0 24 0 0 0

Figura 21: resultados de la 2° ronda de 2011. Distribucion de las 750 muestras
generadas por las 150 respuestas de los 113 laboratorios participantes segun
técnica utilizada en CCE los falsos positivos y falsos negativos. Referencias:
F(+): falso positivo; F(-): falso negativo; ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas;
MEIA: inmunoensayo por microparticula; AP: aglutinacién de particulas; TR:
test rapido; OTRA: inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA); ELFA:
Enzyme Linked Fluorescence Immunoassay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas fluorescente. N: 755 muestras.

La sensibilidad del sistema que evalla el conjunto de los laboratorios
que respondieron en esta ronda fue del 93,64%.

Los falsos negativos representaron el 5,09% de las muestras de los
paneles incorrectos.

El indice de concordancia es del 94,36%. Estos resultados se muestran

y grafican a continuacion (figura 22).
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Infectados  NO infectados 2° Ronda 2011

Verdadero (+) Falso (+)
(+) 412 3 415
Falso (-) Verdadero (-)
99,28
) 28 107 135 93,64 5727
440 110 550
79,26
Sensibilidad 93,64 %
Especificidad 97,27 %
VPP 99,28 %
VPN 79,26 %
N: 550
+) 74,91 %
) 19,45 %
FP 0,55 %
FN 5,09 % Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Concor 94,36 %
Discor 564 % Dif VPP vs VPN 28 20,74

Figura 22: sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del sistema de la 2° ronda de
2011.

El tratamiento estadistico aplicando el indice de concordancia observada,
el indice de concordancia esperada y el coeficiente Kappa a fin de medir el

grado de concordancia no aleatoria (tabla 6), muestra los siguientes resultados:

Tabla 6: valores de concordancia y coeficiente Kappa de la 2° ronda de 2011

Concordancia Indice ‘
Observada 0,943
Esperada 0,652

Coeficiente de Kappa 0,836
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RONDA ANO 2012

En la ronda del afo 2012, se enrolaron 216 laboratorios y recibieron
cada uno su panel. De ellos respondieron 195 laboratorios mientras que 21 no
enviaron sus resultados. De los 195 que respondieron, 157 paneles fueron
correctos mientras que 38 tuvieron una o mas respuestas incorrectas.

Los resultados y sus porcentajes, se muestran graficados a continuacion
(figura 23).
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785 muestras LR 19,5%

Figura 24: resultados de la ronda de 2012. Distribucidon de los 195 paneles que
corresponden a 975 muestras enviadas por los laboratorios participantes segun
resultado. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes. Referencias:

C: correctos; I: incorrectos. N: 195 paneles.

Cada laboratorio que respondié un panel incorrecto, pudo responder
entre una y cinco muestras incorrectas. Los resultados de estos 38 laboratorios
fueron: Resultados falsos negativos: 10 muestras, resultados falsos positivos:
38 muestras y resultados correctos 142 muestras. La proporcionalidad de cada

uno, se muestra graficado a continuacion (figura 25).
F(-) 10 muestras
(20,0%) F(+) 38 muestras

(74,7%) Correctos 142 muestras

Figura 25: resultados de la ronda de 2012. Distribucidon de los 38 paneles que
corresponden a 190 muestras enviadas por los laboratorios participantes segun
resultado. Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes. Referencias:

F(-): falso negativo; F(+): falso positivo. N: 38 paneles.

Las 195 respuestas, se generaron por la utilizacion de mas de una

técnica. En total el panel se procesd en 311 oportunidades en esta ronda de
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CCE por distintas técnicas, su distribucidon y porcentaje de participacion de cada

metodologia se muestra graficado a continuacion (figura 26).

128
27% 2,6% 41,1% 22,5% 5,5% 1,3%
84
70
17
: 4
| ——
ELISA MEIA AP TR CMIA ELFA

Figura 26: resultados de la ronda de 2012. Distribucion de las 311 respuestas
generadas por los 216 laboratorios participantes segin técnica utilizada en CCE.
Los valores se expresan en frecuencias y porcentajes. Referencias: ELISA:
acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas; MEIA: inmunoensayo por microparticula;
AP: aglutinacion de particulas; TR: test rapido; OTRA: inmunoensayo magnético
quimioluminiscente (CMIA); ELFA: Enzyme Linked Fluorescence Immunoassay,

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas fluorescente. N: 110 respuestas.

La distribucion por técnica de los resultados y falsos positivos o falsos

negativos, se muestran graficados a continuacién (figura 27).
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Figura 27: resultados de la ronda de 2012. Distribucion de las 1.555 muestras

generadas por las 311 respuestas de los 216 laboratorios participantes segun
técnica utilizada en CCE falsos positivos y falsos negativos. Referencias: F(+):
falso positivo; F(-): falso negativo; ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas; MEIA:
inmunoensayo por microparticula; AP: aglutinaciéon de particulas; TR: test
rapido; OTRA: inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA); ELFA:
Enzyme Linked Fluorescence Immunoassay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas fluorescente. N: 755 muestras.

La sensibilidad del sistema que evalla el conjunto de los laboratorios que
respondieron en este caso, fue del 98,72%.

Los falsos negativos representaron el 1,03% de las muestras de los
paneles incorrectos en esta ronda.

El indice de concordancia es del 95,08%, Estos resultados se muestran y

grafican a continuacion (figura 28).
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Infectados

NO infectados

Ronda 2012

Verdadero (+) Falso (+)
(+) 770 38 808
Falso (-) Verdadero (-)
98,72
) 10 157 167 95,30 94,01
780 195 975
80,51
Sensibilidad 98,72 %
Especificidad 80,51 %
VPP 95,30 %
VPN 94,01 %
N: 975
(+) 78,97 %
(-) 16,10 %
FP 3,90 %
FN 1,03 % Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Concor 95,08 %
Discor 4,92 % Dif VPP vs VPN 10 5,99

Figura 28: sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del sistema de la ronda de

2012.

El tratamiento estadistico aplicando el indice de concordancia observada,

el indice de concordancia esperada y el coeficiente Kappa a fin de medir el

grado de concordancia no aleatoria (tabla 7), muestra los siguientes resultados:

Tabla 7: valores de concordancia y coeficiente Kgppa de la ronda de 2012

Concordancia Indice

Observada 0,950
Esperada 0,697
Coeficiente de Kappa 0,834
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CAPITULO IV
DISCUSION
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El laboratorio adquiere una relevancia muy especial en la confirmacion
diagndstica de una posible infeccion por el VIH. El sindrome retroviral agudo
post contagio, aun acompafiado de datos epidemioldgicos, requiere por parte
del médico, de una serie de estudios de laboratorio con el fin de descartar otras
patologias y de confirmar su sospecha clinica, mas aun si no poseemos los
antecedentes clinicos y/o epidemioldgicos.

Contar con resultados de laboratorio confiables, responde a una
necesidad diaria del paciente y del médico, mas alld de lo ético, de la
responsabilidad profesional y de las recomendaciones nacionales e
internacionales.

Por ello, disponer de un CCE para ensayos dirigidos a la deteccion de Ac
anti VIH, utilizado como herramienta para el monitoreo y control de los
procedimientos de los laboratorios, nos aporta la seguridad de los resultados
finales, para actuar en consecuencia. El suero control evaluado y aprobado para
su aplicacion como elemento de monitoreo externo permite disponer de
resultados de laboratorio correctos.

Estos resultados, no solo impactan en el adecuado abordaje del paciente
de manera individual, sino que, dado el escenario tan heterogéneo que
presenta la pandemia en los distintos puntos del pais y del mundo, son una
herramienta indispensable para la toma de decisiones, en las estructuras
sanitarias, nacionales e internacionales, responsables de las politicas de salud.

Como ejemplo de lo citado anteriormente, se puede mencionar que en la
ultima Reunién de Consenso, realizada en abril de 2012 en Colombia, se
presentaron a los “resultados confiables” como uno de los 5 ejes de las
recomendaciones del evento. (19)

Las normas y estandares mundiales tienen requisitos o guias especificas
sobre el control de la calidad, en especial las ISO 15189 (46). Cumplir estos
requisitos, cuando sean aplicables, es responsabilidad de cada laboratorio. ™ £/
laboratorio debe disenar sistemas de control de la calidad internos que
verifiguen que se consigue la calidad prevista de los resultados”. "El sistema de

gestion de la calidad debe incluir, entre otros, el control de la calidad interno y
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la participacion en comparaciones entre laboratorios, tales como los programas
de evaluacion externa de la calidad". (47)

De esta manera, y atento a que en nuestro pais, existe poca
accesibilidad al CCE para monitoreo de laboratorios que realizan pruebas de
VIH y, escasa reglamentacion a cerca de su utilizacion, se desarrolla el presente
trabajo cuyo objetivo principal fue “Evaluar un suero control para laboratorios
que realizan la deteccion de anticuerpos del VIH en sangre, y su aplicacion
como elemento de monitoreo externo de dichos laboratorios”.

Del mismo, se desprenden todos los objetivos especificos planteados en
este trabajo:

e Evaluar su sensibilidad y especificidad, con diferentes técnicas y
marcas comerciales de reactivos, para deteccién de Ac anti VIH.

e Establecer la robustez del control, es decir, la reproducibilidad a
través del tiempo, conservado en condiciones estandar.

e Evaluar la estabilidad del control en el tiempo y ante condiciones
fisicas de transporte y conservacion exigentes.

e Elaborar el soporte administrativo adecuado, es decir normas y
procedimientos.

e Evaluar e identificar los resultados remitidos por los laboratorios
participantes.

e Identificar situaciones de desempefio incorrecto y las posibles
causas.

e Evaluacién de la aplicacion del suero control y recomendaciones.

El CCE, en el laboratorio clinico, forma parte del sistema de garantia de
calidad, disefiado para incrementar la probabilidad de que cada resultado
reportado sea valido y pueda ser utilizado con confianza por el médico para
tomar una decision diagnostica o terapéutica.

Los procedimientos de CC funcionan detectando los errores analiticos y
cualquier error, que sea suficiente para invalidar la utilidad médica de los

resultados de laboratorio, debe ser detectado.
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En la practica, muchos procedimientos de CC operan introduciendo
controles (muestras bien caracterizadas por ensayos previos) al proceso del
laboratorio y comparando los resultados de la prueba con el rango de valores
esperado derivado del ensayo previo.

Las medidas estadisticas de control del CC son relativamente sencillas.
Estas medidas estadisticas incluyen: la media, desviacion estandar (DS) y
coeficiente de variacion (CV).

La media identifica el “valor objetivo” de un conjunto de datos,
usualmente de un control. Es la medida estadistica fundamental usada para
comparar o calcular otros valores estadisticos. EI Comité Nacional para
Estandares Clinicos de Laboratorio “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS) de EEUU, recomienda que se obtengan al menos 20 datos
de 20 o mas corridas, para ser utilizados en la obtencion de los valores (media
y DS) del laboratorio para los materiales de control.

La DS, cuantifica el grado de dispersidn de los puntos de los datos cerca
de la media y es usada, para establecer los limites en los que es determinada la
aceptabilidad del resultado del control. Los datos de CC muestran con

III

frecuencia una distribucion “normal” Gaussiana alrededor de la media. (48)

Al momento del disefio del CCE para ensayos seroldgicos, debe tenerse
en cuenta que estas pruebas son cualitativas, informan sobre presencia o
ausencia del marcador a detectar. Por esto, los sueros control que integran un
panel de CCE deben estar bien caracterizados para asegurar la confiabilidad de
los resultados de los laboratorios participantes.

Al evaluar la sensibilidad y la especificidad del suero control, entendido
como un instrumento de referencia, que permite clasificar correctamente el
resultado de una prueba, realizada para detectar Ac anti VIH, los resultados
mostraron un comportamiento Optimo dado que ambas fueron del 100%.
Entendiendo que ambas variables son criticas en todo reactivo que debe
seleccionarse para ser utilizado en un laboratorio, por lo que se procede con
igual criterio para su evaluacion.

Una vez elaborado el suero control y después de ajustar su reactividad,

utilizando diluciones conforme a estandares internacionales y recomendaciones

51



de expertos en la materia, se lo ensayo segun lo expuesto sobre estabilidad, en
el capitulo de resultados. Estas evaluaciones nos muestran la validez del suero
y en ello coincide con los procedimientos recomendados por Amadeo Saez
Alquézar. (49)

Respecto a la precision de éste suero control, los resultados obtenidos en
el tiempo demuestran que la repetitividad y la reproducibilidad son las
adecuadas a un elemento que se debe utilizar para monitoreo de laboratorios.

Es importante sefialar, que las pruebas de laboratorio efectuadas en este
trabajo fueron realizadas con metodologia automatizada para garantizar la total
objetividad de los resultados. En su eleccidn, se escogieron aquellas de uso mas
frecuente en nuestro medio como es CMIA, pero también se ensayaron con
ELISA de 3° y 423 generacion, respetando el procedimiento indicado por el
fabricante. Ademas se efectuaron las pruebas con metodologias manuales como
AP y TR, cuyos resultados también fueron concordantes. De esta manera se
incluye la mayoria de los ensayos disponibles en el mercado local.

Cuando un proceso analitico esta en control, es decir que el proceso
funciona correctamente, los resultados de CC formaran una curva de
distribuciéon normal Gaussiana, donde aproximadamente el 99,7% de los
resultados caeran dentro de los limites de + 3 DS.

Los resultados de CC que estan fuera de los limites de 3 DS son
generalmente considerados fuera de control, y el ensayo deberia ser rechazado.

Los resultados de CC mayores a 2 DS, pero dentro del limite 3 DS no
necesariamente indican que el ensayo deba ser rechazado, ya que
aproximadamente 4% de los resultados validos pueden caer entre 2 DS y 3 DS.

Se puede observar a continuacion el grafico de distribucién Gaussiana de
los resultados obtenidos en el presente trabajo con el suero control positivo y
negativo (figura 29).
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Figura 29: histogramas de control positivo (izquierda) y negativo ( derecha) del

suero control utilizado en este trabajo.

La validez y la precision de este suero control, estan dentro de los
parametros exigidos y coinciden con las recomendaciones de las agencias
regulatorias. Para el cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio, la
validacion es imprescindible. (50) (51)

Respecto a la estabilidad del suero control, requisito critico a la hora de
programar la distribucion y posterior ensayo, quedé demostrado, a partir de las
pruebas de estrés, que este suero se adapta plenamente para su uso dentro del
programa de CCE, puesto que presenta una estabilidad real tanto a
temperatura ambiente, como en condiciones de estrés térmico por largos
periodos de tiempo.

Para su distribucion los CCE se envasan en tubos, con tapa con cierre a
rosca. El panel, para su traslado, se coloca en un sobre de plastico con cierre
hermético, respetando las normas de bioseguridad vigentes.

El CCE permite ser distribuido sin que se altere su comportamiento a
través del tiempo de trasporte, justamente por su estabilidad previamente
mencionada.

Otro aspecto importante de destacar, es la posibilidad de ser utilizado
con los instrumentos y metodologias de laboratorio mas frecuentes en nuestro

pais y de esta manera, cubre un gran espectro de los mismos.
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No obstante, el ajuste de este ensayo, requirié contemplar la evolucion
de la metodologia. Los métodos han evolucionado y mejorado su performance,
con el objetivo de obtener un resultado correcto y definitivo, asi como también
evolucionaron los diferentes criterios adoptados, para el algoritmo diagndstico
para infeccién por VIH.

Actualmente los algoritmos vigentes indican que, las pruebas de
tamizaje, ante resultados reactivos, por ejemplo de una prueba de ELISA, se
confirman con un test confirmatorio como es el WB. Esto es porque en las
pruebas de tamizaje, existen posibilidades de falsos positivos y negativos,
citando en la proxima tabla las principales causas que dan origen a estas

situaciones.

Tabla 8: ELISA: causas probables de falsos positivos y falsos negativos

Falsos positivos:

e Ac anti HLA.

e Trasfusiones multiples.

e Vacunacion para la influenza (reciente).
e Muestra en mal estado.

e Otras.

e Periodo de ventana por infeccion reciente.
Hipoproteinemia (gamma).

Infeccidon por VIH-2.

e Infeccion de genotipo inusual.

En la actualidad, dada la gran especificidad y sensibilidad que fueron
adquiriendo los distintos métodos, se encuentra en revisidn el algoritmo
diagndstico, incluso se esta reevaluando la necesidad de confirmar con WB.

Esta revision se basa, no solo en la mejora desarrollada en la
performance de las pruebas de tamizaje, sino al incremento del uso de pruebas
moleculares que, en algunos casos brindan, a partir de sus resultados,
informacion que permite dar inicio precoz al tratamiento adecuado de los
infectados.

Ademas, la técnica de WB también tiene sus particularidades a la hora de

su interpretacion ya que, distintos organismos internacionales rectores en la
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materia, utilizan diferentes criterios que son adoptados por los laboratorios que
realizan el diagnostico, segun los consideren mas adecuados a su realidad (34).

En nuestra provincia de Cordoba, por ejemplo, se desarrollaron trabajos
de investigacion, que brindaron informacién interesante aplicable a poblaciones
claves como son las embarazadas, por el impacto sanitario de la transmisién
vertical.

Uno de ellos, realizado durante el periodo comprendido entre los afos
2004 y 2008, indica que, el criterio del CDC para la interpretacion del WB,
adoptado por el Laboratorio Central es el adecuado pues evita informar
resultados falsos positivos.

Segun la conclusion de ese trabajo, el 94,28% de los resultados
indeterminados (por WB), posteriormente fueron definidos como negativos
mediante muestras obtenidas durante el seguimiento. El criterio de positividad
adoptado, permitié clasificar como indeterminadas esas muestras que hubieran
sido consideradas positivas siguiendo criterios de otras agencias
internacionales. (52)

Validado el suero control se utiliza como CCE, siendo éste una
herramienta indispensable en un programa de evaluacién externa, y como parte
del mismo, permite comparar los resultados de un laboratorio con los
resultados de cientos de laboratorios en el pais.

Estos son los llamados Test de Proficiencia y son provistos por entidades
de reconocida solvencia técnica y profesional. El proveedor mide el nivel de
exactitud y reporta la condicidn, comparada con cientos de laboratorios del
pais. Esta es la mejor medida del grado de calidad alcanzado por un
laboratorio.

Dada la necesidad de estandarizar la elaboracién, envio, manejo,
recepcion de datos, procesamiento de resultados y realizacién del posterior
informe sobre la utilizacion del suero control; se elaboraron los soportes
pertinentes para documentar la informacidn nombrada que se envid y recepto

de los laboratorios participantes.
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Dicha documentacidon establece normas y procedimientos estandar de
utilizacion, que fueron éptimos para demostrar la aplicabilidad del suero con el
que se confecciond el panel de CCE.

Luego, los soportes administrativos fueron archivados como documentos
que acreditaron la performance de calidad de los laboratorios durante su

participacion en el programa de CCE de este trabajo.

En lo que respecta a la aplicacion del suero control, evaluado en el
presente trabajo, la cantidad de participantes en las dos rondas de CCE de
2011, tienen una diferencia minima dado que se enrolaron 114 y 113
laboratorios en la primera y segunda rondas respectivamente.

Los resultados remitidos, en lo que respecta a cantidad de laboratorios
que respondieron, siempre estuvieron dentro de los estandares esperados.
Nuestro objetivo fue obtener mas de un 90% de respuestas.

La cantidad de respuestas en la segunda ronda de ese afio, mejor6é dado
que solo el 2,7% de los participantes, no envié sus resultados.

Luego, en el afio 2012 se enrolaron en el programa un mayor numero de
laboratorios, se llegd a 216 participantes y con un indice de respuestas superior
al 90%.

Evaluar e identificar los resultados remitidos, llevd implicita la evaluacion
del funcionamiento del sistema. Es decir que, de forma directa o indirecta,
apreciamos el desempefio global, desde la elaboracidon y envio de los paneles,
la recepcion, su analisis, el remito de los resultados y el analisis de estos.

Es importante tener presente que la calidad de los resultados de los
laboratorios, se deben al cumplimiento correcto o no de los procedimientos,
que incluye las etapas: pre analitica, analitica y post analitica; a su vez, dentro
de cada una de éstas, influyen los roles que cumplen el recurso humano, el
equipamiento, los reactivos, entre otros. Por lo cual ante un resultado
incorrecto debe revisarse todo el proceso.

En las distintas rondas que se analizaron en este trabajo, se encontraron

casos de resultados incorrectos, tanto falsos positivos como falsos negativos.
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En las tres rondas analizadas, la cantidad de paneles incorrectos
reportados en cada oportunidad fue del 19,2%, 20,0% y 19,5% en la 19, 20 y
39 rondas respectivamente.

Llevado el andlisis, no al nUmero de paneles, sino al nUmero de muestras
que componen los paneles incorrectos, el porcentaje de éstas descendid del
56% al 28,2% de la primera a la segunda ronda de 2011.

En la ronda de 2012, las muestras incorrectas representaron el 25,3%,
siempre en referencia a las muestras de los paneles incorrectos, habiendo
disminuido asi mas del 50% en referencia a la 1° ronda de 2011.

Analizados por metodologia, en el caso de los que utilizaron ELISA,
observamos que los falsos negativos, en los cuales es necesario poner mas
atencion, fueron: 1° ronda 2011: 19 (11,18%) muestras; 2° ronda 2011: 4
(2,35%) muestras; y finalmente en la 1° ronda de 2012: 0 (0%) respuesta o
muestra incorrecta.

Las causas posibles mas frecuentes de error, estuvieron centradas en la
falta de equipamiento, equipamiento defectuoso, en su mal uso o
mantenimiento inadecuado, asi como al recurso humano poco entrenado o
reactivos vencidos, entre otros.

En relacion a la identificacion de situaciones de desempefio incorrecto y
sus posibles causas, el grupo que utilizd la metodologia de aglutinacién de
particulas, es en el que se concentré la mayor cantidad de muestras con
resultados incorrectos.

Al respecto en la primera ronda de 2011, el 47% de las muestras, fueron
procesadas con la metodologia de AP e informadas como incorrectas el
10,40%. (Figura 30)

En la segunda ronda de 2011, el 52,7% de las muestras, fueron
procesadas con la metodologia de AP e informadas incorrectas el 6,86%.
(Figura 30)

En la ronda de 2012, el 41% de las muestras, fueron procesadas con la

metodologia de AP e informadas incorrectas el 6,85%. (Figura 30)
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1° ronda 2011 2° ronda 2011 1° ronda 2012

Figura 30: grafico comparativo de AP (FP y FN) de las tres rondas.

Se pone asi de manifiesto, que las pruebas cuyos resultados son de
interpretacion visual, cargados de subjetividad, son mas propensas a generar
errores.

Ademas, en la ronda de 2012, analizando las posibles causas de los
resultados incorrectos, se detectd un error en el inserto de uno de los reactivos
de AP utilizados por 6 provincias. Si bien no puede asegurarse que este
hallazgo se vincule directamente a los resultados falsos positivos que se
muestran en la tabla antes expuesta y que se destaca por la magnitud de esos
resultados, podria presumirse como un factor que contribuyd a esta situacion.

La observacion demuestra la utilidad practica del sistema de evaluacion
externa en nuestro medio, coincidiendo con las recomendaciones
internacionales. (53) (54) (55) (56)

Los resultados expuestos muestran una evolucidn favorable en la calidad
de los mismos; principalmente las respuestas Falso Negativo lo que es
objetivamente apreciable al comparar los graficos de las tres rondas y luego la

evolucion de los falsos negativos. (Figura 31)
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Correctos

20 paneles
100 muestras

(40,0%)

(16,0%)

(44,0%)

22 paneles
110 muestras

(25,5%)

2. 7%

(71,8%)

38 paneles

190 muestras
(5,3%)

(20,0%)

(74,7%)

1° ronda 2011

2°ronda 2011

1° ronda 2012

Figura 31: grafico comparativo de muestras de los paneles incorrectos en las

tres rondas.

Sin dudas esto se relaciona a la aplicacién del programa de CCE, en

coincidencia con las recomendaciones de la OMS, cuyos lineamientos se

siguieron en el presente trabajo.

A continuacién se presenta el proceso mencionado.
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Figura 32: proceso de implementacion de un programa de evaluacion externa
del desempeno en la red.

El indice de concordancia no aleatoria nos permite medir la proporcion
global de acuerdos de dos observaciones realizadas por un mismo examinador.
A partir de éste podemos conocer el Coeficiente de Kappa si relacionamos la

concordancia observada a la concordancia esperada o debida solamente al azar.
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En la primera ronda de 2011 conforme a la interpretacién del coeficiente
de Kappa del 0,69%, fue moderado, mientras que en la segunda de ese ano y

en el 2012 el indice del 0,83% es bueno.

Tabla 9: coeficiente de Kappa
o Excelente concordancia: K >90%
e Buena concordancia: K entre 75 y 90%

e Moderada concordancia: K entre 50 y 75%

e Baja concordancia: K <50%

La sensibilidad del sistema permite identificar a los laboratorios que
definen correctamente a quienes tienen la infeccion. El desempefio del
conjunto, varié a medida que se evalud y se aplicaron las acciones tendientes a
corregir los resultados incorrectos. Esta fue desde el 90,38%, 93,64% y
98,72% para las rondas analizadas.

Su evolucion fue favorable. Los resultados generados por las medidas
correctivas que debieron tomarse a partir de las no conformidades detectadas
durante su aplicacion, como por ejemplo, la decision de cambio de reactivos,
instalacién de equipamiento adecuado, revisién de las variables criticas de un
insumo, como la fecha de vencimiento, entre otras, son las mas claras
evidencias.

De esta manera se contribuye con uno de los objetivos propuestos en la
Declaracion del Milenio, del 2000, el cual es: “e/ acceso a la deteccion de la
infeccion por VIH, voluntarios y confidenciales’.

La misma fue aprobada en la Cumbre del Milenio de las Naciones Unidas
celebrada en septiembre de 2000 en la que se definieron ocho objetivos para
ser alcanzados en el afo 2015. (57)

Ademas, una de las areas, en la que la aplicacion de técnicas estadisticas

ha tenido gran difusion y al mismo tiempo un enorme éxito, es en la que se
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relaciona con el control de calidad del suministro de servicios, como son los
laboratorios de analisis clinicos, o los bancos de sangre.

En este campo, el control estadistico de procesos es una metodologia
que utiliza fundamentalmente graficos y permite monitorizar en tiempo real, la
estabilidad (calidad) de un servicio, de forma que se detecte, cuanto antes,
cualquier situacién inadecuada.

Los graficos de control fueron propuestos originalmente por W. Shewhart
(58) en 1931, y en ellos se representa a lo largo del tiempo el estado del
proceso que estamos monitorizando. Como ya se menciona en material y
métodos, en el mismo se fijan los limites superior e inferior de control,
escogidos éstos de tal forma, que la probabilidad de que una observacién esté
fuera de esos limites sea muy baja, si el proceso esta en estado de control.

La finalidad del control es, por lo tanto, monitorizar el sistema para su
buen funcionamiento y detectar rapidamente cualquier anomalia respecto al
patron correcto, puesto que ningln proceso se encuentra espontaneamente en
ese estado de control. Conseguir llegar a él supone un éxito tan valioso como
mantenerlo. Ese es el objetivo del CCE, pero su consecucion y mantenimiento
exige un esfuerzo sistematico, en primer lugar para eliminar las causas
asignables y en segundo para mantenerlo dentro de los estandares de calidad
fijados.

En sintonia con lo antes expuesto en el ultimo Consejo Federal de Salud
(COFESA) realizado en octubre del 2012 en Catamarca, el Director Ejecutivo de
la DS y ETS del Ministerio de Salud de la Nacion, Dr. Carlos Falistocco,
manifestd que “entre otras actividades, realiza la compra de reactivos, brinda
apoyo técnico a las jurisdicciones y también apoya la elaboracién del Programa
de Control de Calidad en Diagndstico para Laboratorios de todo el pais. (59)

Hoy 216 laboratorios, distribuidos en 14 provincias, estan bajo el
programa y ademas, esta en marcha una politica de convocatoria para la
inclusion progresiva de otros, tendiente a lograr equidad en la calidad del

diagndstico, como parte de la politica de trabajo.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES
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e A partir de los resultados obtenidos y presentados en este trabajo, se
puede concluir que la evaluacion del suero control utilizado como CCE
para ensayos de VIH, es satisfactorio. El mismo reune las cualidades
necesarias y cumple los estandares recomendados por los principales

organismos internacionales.

e Su matriz es 100% humana, se entrega listo para ser utilizado como una
muestra bioldgica en un ensayo de rutina y su manipulacion requiere
iguales medidas de bioseguridad que el resto de las muestras

bioldgicas.

e El disefo del soporte administrativo, que incluye el instructivo que se
adjunta a los paneles de CCE, al momento de la distribucion, ademas
de las planillas para registro y envio de resultados por parte de los
laboratorios participantes, son lo suficientemente claras y simples para

su interpretacidn y registro de los resultados.

e El procedimiento para su aplicacién y el sistema montado para llevar
adelante el programa de evaluacidon externa, pone en evidencia sus
atributos y lo convierte en una valiosa herramienta para monitoreo
externo del desempefo de laboratorios, que realizan diagndstico de

infeccion por VIH.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES
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Como recomendacion, y tal como aconseja la OPS en la ultima Reunion
de Consenso en abril del afio 2012, debemos contar con “resultados confiables”
(60). Por lo cual todos los laboratorios deberian estar enrolados en un
programa de monitoreo externo suficientemente avalado.

Acuerdo con el Licenciado Rafael Velasco, Rector de ésta UCC, quien
afirma: "la Universidad tiene fundamentalmente dos bienes importantes: el
conocimiento que produce y trasmite, y su credibilidad institucional. La eleccion
fundamental es que hacer con estos bienes ¢A favor de quién va a poner sus
conocimientos y su credibilidad?” (61)

Este aporte esta dirigido a aquellos con los que me siento comprometido:
los mas vulnerables, como son las personas infectadas por VIH, mas alla de la
condicion social, econémica o cultural. Su vulnerabilidad es aun mayor si
desconoce su condicidon de infectado, y llega al extremo en el caso de aquellos
por nacer de madres infectadas por VIH.

La herramienta generada a partir de este trabajo puede contribuir, en
nuestro medio, al objetivo mundial planteado por la ONU, en el marco de la
lucha contra el SIDA para el afio 2015, cuyo lema es “Por una generaciéon de
nifios, libre de SIDA en el afio 2015” (62) (63).
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ANEXO 1
PROCEDIMIENTO OPERA'[IVO ESTANDARIZADO (POE)
PARA LA ELABORACION DEL SUERO CONTROL

Procesamiento de plasma Fecha: ................. dd / mm /aaaa.

PRECIPITACION MAS ULTRA FILTRACION TANGENCIAL
1. Obtener las unidades de plasma para la conformacion de un pool, las
unidades deben estar libres de lipemia, hemdlisis, etc. Descongelarlo si estan
congelados.

NOTA: A los efectos practicos se considera: 1000 mL = 1000 grs.

2. Hacer un pool de plasmas, preferentemente de 500 mL o uno de hasta 1000
mL y fraccionar en dos partes iguales anotar el volumen.

Unidades utilizadas:

Cddigo Fecha Cddigo Fecha

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial) de paso N° 2 y congelar.

Fraccionar en unidades iguales de 500 mL o lo que resulte dividiendo en partes
iguales el volumen total.

Volumen de plasma A:............... mL
Volumen de plasma B:............... mL
*Efectuado por: Ny A.cevceeeiieeeeeeeenn Fecha y hora: dd /mm / aaaa. .....hs

3. Calcular el volumen de silica requerido a razéon de 18 mL/L, para cada
unidad.

Volumen del plasma:.......... mL a 18 mL/L=........ mL de silica / unidad.

Agregar el volumen calculado de Silica a cada unidad de plasma suavemente
con agitacién.
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*Efectuado por: Ny A...coeens i, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefa muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 3 y congelar.

4. Calcular el volumen de cloruro de calcio (1 Molar) requerido a razén de 20
mL/L, para cada unidad.

Volumen del plasma:........... mL a razén de 20 mL/L=........... ml de Solucién de
Cl,Ca / unidad.

Agregar el volumen calculado de CI2Ca a cada unidad de plasma, suavemente
con agitacion.

*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 4 y congelar.

5. Continuar agitando el plasma a temperatura ambiente por 3 a 5 hs.
Hora de comienzo.:.............. am/pm Hora de finalizacion: .............. am/pm
*Efectuado por: Ny A ..o Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 5y congelar.

6. Colocar todo el plasma en el freezer a —20°C, una noche como minimo.
N© de frascos congelados: ..................
*Efectuado por: Ny A ..o Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

7. Descongelar el plasma a temperatura ambiente (prever un tiempo de 8 a 10
hs)

N© de frascos descongelados: ..................

*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

8. Centrifugar el plasma 30 minutos a 3000 rpm. Compensar cuidadosamente.
Hora de inicio: ......ccoeeenn.... am/pm Hora de finalizacion: .................. am/pm
*Efectuado por: Ny A ... Fecha y hora dd /mm / aaaa. ...... hs

9. Transferir el sobrenadante a un frasco limpio para el siguiente paso. Evitar
contaminacion.
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Volumen del sobrenadante: A......... B......... mL / unidad.
Descartar el precipitado.

*Efectuado por: Ny Ao Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefa muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 9 y congelar.

10. Determinar el pH del sobrenadante y ajustar a 7,5 £ usando solucion de
acido clorhidrico diluida al 5,6% o bien una solucién de hidréxido de Sodio (1
M) segun corresponda.

Anotar acido o base usado por cada unidad.

pH inicial: ..................

Volumen de acido usado: A............ [T mL/ unidad.

Volumen de base usado: A............ B.ooooonn mL/ unidad.

pH final: .......cccccooene .

*Efectuado por: Ny A ..o, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 1 0 y congelar.

11. Calcular y medir el volumen de sodio azida (0,25 gr/mL) requerido a razdn
de 0,9 gr/L, para cada unidad.

Volumen de suero A............ mLa0,9gr/L=....... mL de NaN3/ unidad.

*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

#Separar una pequefa muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 1 1 y congelar.

12. Preparar el equipo de ultra filtrado, enjuagar con agua destilada hasta
neutralizar el pH, lavar el equipo con solucién fisioldgica. Controlar el pH vy
filtrar.

Hora de comienzo del lavado:  ............ am/pm
Hora de finalizacion del lavado: ............ am/pm
*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora dd /mm / aaaa ...... hs

13. Comenzar a ultra filtrar con velocidad lenta y homogénea, recibir el ultra
filtrado en bolsas de plasmas estériles.
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Volumen del POOL.........c.cccooveeiies e mL sin filtrar.
Volumen del POOL.........c.cccooieeiien e e mL filtrado.
*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora dd /mm/aaaa ........ hs

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de pa so N° 13 y congelar.

14. Calcular el volumen de acido Caprilico a razén de 0.70 mL/L, para el pool
filtrado.

Volumen del plasma:.............. mLa 0.70mL/L=................ mL de acido Caprilico.
Agregar el volumen calculado de acido Caprilico al pool de plasma filtrado,
suavemente con agitacion a T° amb.

#Separar una pequefa muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 14 y congelar.

*Efectuado por: Ny Ao, Fecha y hora: dd /mm / aaaa. .....hs
15. Calcular el volumen de Sorbitol requerido a razén de 80mL/L, para el pool

filtrado.

Sorbitol.
Agregar el volumen calculado de Sorbitol al pool de plasma filtrado,
suavemente con agitacion a T° amb.

#Separar una pequefia muestra (2 mL) en un tubo tipo Ependorf, rotular con el
nombre del pool y las iniciales M.I. (muestra inicial), de paso N° 15 y congelar.

*Efectuado por: Ny A.cevceeei e, Fecha y hora: dd /mm / aaaa. .....hs
16. Titular la muestra al terminar de filtrar, para lo cual se toma una alicuota de

1 ml. se rotula con el nhombre del pool y las iniciales P. F. (producto final) y la
fecha. Efectuar deteccion de Ac anti VIH por: ELISA, CMIA, TR, AP.
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ANEXO 2

PANEL DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO PARA ENSAYOS SEROLOGICOS DE
DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI — VIH

Propdsito: adjuntos a la presente remitimos a Usted 5 (cinco) tubos
conteniendo muestras de suero a ser procesadas, en el marco del programa de
CCE que se ha implementado.

Instructivo: Procesamiento: Las muestras deberan ser analizadas con los
métodos y reactivos que utiliza habitualmente para el screening seroldgico de

Infeccidn por VIH.

Procedimiento: Las muestras deberan procesarse de forma habitual
como cualquier muestra de paciente efectuando solo una determinacién por
técnica y utilizando todas las pruebas de screening seroldgico con que cuenta
su Laboratorio para deteccion de Ac anti VIH dentro de los diez dias habiles de
la recepcion del material.

Conservacion: Conservar las muestras en heladera 4°C, no congelar. Una

vez procesadas descartar como todo material bioldgico potencialmente
patdgeno.

Resultados: Los mismos deberan registrarse y remitirse en la planilla
adjunta, que se reproduce a continuacion de este instructivo, completando
todos los datos solicitados y siguiendo las indicaciones alli consignadas. La
fecha limite de entrega de resultados €S €l .......cccoevveieieeieicieiee e
Su envio debera efectuarse teniendo la certeza y/o constancia de su recepcion.

Reporte: Una vez recibidos sus resultados, se le enviara un reporte con
la clave de resultados que le permitira evaluar su desempefio individual y luego
un informe general con el desempefio de todos los laboratorios.

Precauciones: El material adjunto debe ser tratado como potencialmente

contaminante, si bien es no reactivo para Ag VHC, HTLV I/II, VHB vy Sifilis. Su
traslado puede efectuarse a temperatura ambiente. En caso de recibir el
material en condiciones inadecuadas, y previa consulta, podra solicitar nuevo

envio.
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Advertencia: la continuidad de la participacién de su Laboratorio estara

solamente condicionada al envio de sus resultados en tiempo y forma.
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ANEXO 3

CLAVE DE RESULTADOS
DEL PANEL DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO VIH

N° RONDA - ANO

IDENTIFICACION DEL LABORATORIO:
PROFESIONAL RESPONSABLE DEL LABORATORIO:
OPERADOR/ES:

Remitimos a Ud. la calve de resultados correctos, de los sueros control que
conforman el Panel de Control de Calidad Externo para ensayos seroldgicos de
deteccion de Anticuerpos anti VIH, Lote: (colocar N°) (elaboracién: mes y afo —
vencimiento: mes y afo) y enviado a su Laboratorio, en el mes de agosto del
presente afo.

Se expide el presente a fin de que pueda compararlos con los resultados por
Ud. enviados.

MUESTRAS INTERPRETACION

MUESTRA N° 1 REACTIVO / NO REACTIVO

MUESTRA N© 2 REACTIVO / NO REACTIVO

MUESTRA N° 3 REACTIVO / NO REACTIVO

MUESTRA N° 4 REACTIVO / NO REACTIVO

MUESTRA N© 5 REACTIVO / NO REACTIVO
Saludo atte.
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ANEXO 4

INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

TECNICAS

LABORATORIOS ELISA

MEIA

AP

TR

OTRA (CMIA)

OTRA( ELFA)

Provincia N° 1

Provincia N° 2

Provincia N°© 3

Provincia N° 4

Provincia N© 5

Provincia N° 6

Provincia N°© 7

Provincia N° 8

Provincia N° 9

Provincia N°© 10

Provincia N°© 11

Provincia N°© 12

Provincia N© 13

Provincia N° 14

Provincia N° 15

Provincia N° 16

TOTAL

TOTAL GRAL

%

Que se completa de las tablas discriminadas por técnica (seis en total) como se

muestra a continuacion.

TECNICA ANALIZADA

LABORATORIOS

PE

R

NR

C

F(+)

F(-)

Provincia N° 1

Provincia N° 2

Provincia N° 3

Provincia N° 4

Provincia N° 5

Provincia N° 6

Provincia N° 7

Provincia N° 8

Provincia N° 9

Provincia N° 10

Provincia N° 11

Provincia N°© 12

Provincia N° 13

Provincia N° 14

Provincia N° 15

Provincia N° 16

TOTAL

%

Referencias: PE: paneles enviados; R: respondieron; NR: no respondieron; C: correctos; I:

incorrectos; F(+): falso positivo; F(-): falso negativo

75



Controles positivos

ANEXO 5

Control interno reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 10032L100
Diluc: 1/4 Vencimiento 19/07/2012
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CO |DO/CO Determ N° DO CO DO/CO Fecha ubDS
1 2,910 1,000 2,91 1 3,320 | 1,000 3,32 | 15-05-12 1,92
2 2,750 | 1,000 2,75 2 3,300 | 1,000 3,30 | 16-05-12 1,83
3 2,820 | 1,000 2,82 3 3,310 | 1,000 3,31 17-05-12 1,87
4 3,070 (1,000 3,07 4 2,770 1,000 2,77 | 18-05-12| -0,54
5 2,980 | 1,000 2,98 5 3,120 1,000 3,12 21-05-12 1,03
6 3,120 (1,000 3,12 6 2,910| 1,000 291 | 22-05-12 0,09
7 2,940 | 1,000 2,94 7 2,750 | 1,000 2,75| 23-05-12| -0,62
8 2,930 | 1,000 2,93 8 2,770 | 1,000 2,77 | 24-05-12| -0,54
9 3,210 1,000 3,21 9 3,070 1,000 3,07 28-05-12 0,80
10 2,640 1,000 2,64 10 2,980 1,000 2,98 | 29-05-12 0,40
11 2,760 | 1,000 2,76 11 3,120 | 1,000 3,12 | 30-05-12 1,03
12 2,640 | 1,000 2,64 12 2,940 | 1,000 2,94 | 31-05-12 0,22
13 2,660 | 1,000 2,66 13 2,930 | 1,000 293| 01-06-12 0,18
14 2,660 | 1,000 2,66 14 3,210 1,000 3,21 04-06-12 1,43
15 2,640 1,000 2,64 15 2,940 1,000 2,94 | 05-06-12 0,22
16 2,780 | 1,000 2,78 16 2,890 | 1,000 2,89| 06-06-12 0,00
17 2,920 | 1,000 2,92 17 2,810 | 1,000 2,81| 07-06-12| -0,36
18 2,720 | 1,000 2,72 18 3,130 | 1,000 3,13 | 08-06-12 1,07
19 3,340 (1,000 3,34 19 2,590 | 1,000 2,59 | 11-06-12| -1,34
20 3,310 (1,000 3,31 20 2,640 1,000 2,64 | 12-06-12| -1,11
Promedio de DO/CO (Media) 2,890 21 2,760 | 1,000 2,76 | 13-06-12| -0,58
Desvio estandar (DS) 0,224 22 2,640 | 1,000 2,64 | 14-06-12| -1,11
CV% 7,76 23 2,660 | 1,000 266| 15-06-12| -1,03
Media + 3 DS = 3,56 24 2,660 1,000 2,66| 18-06-12| -1,03
Media + 2 DS = 3,34 25 2,640 1,000 2,64 | 19-06-12| -1,11
Media + 1 DS = 3,11 26 2,780 | 1,000 2,78| 21-06-12| -0,49
Media = 2,89 27 2,920 | 1,000 292 | 22-06-12 0,13
Media - 1 DS = 2,67 28 2,720 1,000 2,72 | 25-06-12| -0,76
Media - 2 DS = 2,44 29 2,820 1,000 2,82 | 26-06-12| -0,31
Media - 3 DS = 2,22 30 2,880 | 1,000 2,88| 27-06-12| -0,04
UDS 5
2 K K 2
*
1 o - -
o } * *e e } . -
- PR - - - - *
-1 * * v * 5
-2
-3

0123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031

76




Control interno reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 14311LI00 14928LI100
Diluc: 1/4 Vencimiento 24/10/2012  23/12/2012 |
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CO |DOI/CO Determ N° | DO CO DO/CO Fecha uUbDS
1 2,400 1,000 2,40 1 2,660 | 1,000 2,66 28-06-12| -0,26
2 2,720 1,000 2,72 2 2,720 | 1,000 2,72 29-06-12 0,12
3 2,680 | 1,000 2,68 3 2,680 | 1,000 2,68 02-07-12| -0,13
4 2,750 1,000 2,75 4 2,750 | 1,000 2,75 03-07-12 0,31
5 2,920 1,000 2,92 5 2,920 | 1,000 2,92 04-07-12 1,39
6 3,020 | 1,000 3,02 6 3,020 | 1,000 3,02 05-07-12 2,02
7 2,900 | 1,000 2,90 7 2,900 | 1,000 2,90 10-07-12 1,26
8 2,690 | 1,000 2,69 8 2,690 | 1,000 2,69 11-07-12| -0,07
9 2,750 1,000 2,75 9 2,750 | 1,000 2,75 12-07-12 0,31
10 2,630 1,000 2,63 10 2,630 | 1,000 2,63 13-07-12| -0,45
11 2,520 | 1,000 2,52 11 2,520 | 1,000 2,52 16-07-12| -1,15
12 2,700 | 1,000 2,70 12 2,700 | 1,000 2,70 17-07-12| -0,01
13 2,640 | 1,000 2,64 13 2,640 | 1,000 2,64 18-07-12| -0,39
14 2,650 1,000 2,65 14 2,650 | 1,000 2,65 19-07-12| -0,32
15 2,710 1,000 2,71 15 2,710 | 1,000 2,71 20-07-12 0,06
16 2,640 | 1,000 2,64 16 2,640 | 1,000 2,64 23-07-12| -0,39
17 2,670 (1,000 2,67 17 2,670 | 1,000 2,67 24-07-12| -0,20
18 2,710 1,000 2,71 18 2,710 | 1,000 2,71 25-07-12 0,06
19 2,400 1,000 2,40 19 2,400 | 1,000 2,40 26-07-12| -1,91
20 2,920 1,000 2,92 20 2,740 | 1,000 2,74 27-07-12 0,25
Promedio de DO/CO (Media) 2,701 21 2,830 | 1,000 2,83 30-07-12 0,82
Desvio estandar (DS) 0,158 22 2,750 | 1,000 2,75 31-07-12 0,31
CV% 5,84 23 2,870 | 1,000 2,87 01-08-12 1,07
Media + 3 DS = 3,17 24 2,910 | 1,000 2,91 02-08-12 1,32
Media + 2 DS = 3,02 25 2,810 | 1,000 2,81 03-08-12 0,69
Media + 1 DS = 2,86
Media = 2,70
Media - 1 DS = 2,54
Media - 2 DS = 2,39
Media - 3 DS = 2,23
UDS 5
> -
1 b ha r~ * Py
o Py * 5 b + s —* * hd hd > > o
P o ° -
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Control interno reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 14928LI00 16612LI00
Diluc: 1/4 Vencimiento 23/12/2012  02/03/2013 |
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CO | DO/CO Determ N° DO CO DO/CO Fecha ubDS
1 3,830 1,000 3,83 1 3,320 | 1,000 3,32 | 06-08-12 0,27
2 3,530 [ 1,000 3,53 2 3,530 | 1,000 3,53 | 07-08-12 0,76
3 2,640 | 1,000 2,64 3 3,270 | 1,000 3,27 | 08-08-12 0,16
4 3,550 (1,000 3,55 4 3,550 | 1,000 3,55| 09-08-12 0,81
5 2,910 1,000 2,91 5 3,010] 1,000 3,01 10-08-12 -0,45
6 3,420 1,000 3,42 6 2,940| 1,000 294 | 13-08-12 -0,61
7 2,720 | 1,000 2,72 7 3,210 | 1,000 3,21 | 14-08-12 0,02
8 2,610 (1,000 2,61 8 3,270 | 1,000 3,27 | 15-08-12 0,16
9 3,230 1,000 3,23 9 3,580 | 1,000 3,58 | 16-08-12 0,88
10 2,610 1,000 2,61 10 2,920 | 1,000 292 | 17-08-12 -0,65
11 3,540 [ 1,000 3,54 11 3,340 | 1,000 3,34 | 21-08-12 0,32
12 2,640 [ 1,000 2,64 12 3,500 | 1,000 3,50 | 22-08-12 0,69
13 3,610 (1,000 3,61 13 3,460 | 1,000 3,46 | 23-08-12 0,60
14 3,320 1,000 3,32 14 3,400| 1,000 3,40 | 24-08-12 0,46
15 3,530 1,000 3,53 15 3,530 1,000 3,53 | 27-08-12 0,76
16 2,600 | 1,000 2,60 16 3,360 | 1,000 3,36 | 28-08-12 0,37
17 3,420 [ 1,000 3,42 17 3,390 | 1,000 3,39 | 29-08-12 0,43
18 3,280 | 1,000 3,28 18 3,610 | 1,000 3,61| 30-08-12 0,94
19 3,830 1,000 3,83 19 3,830 1,000 3,83 | 31-08-12 1,45
20 3,230 1,000 3,23 20 3,000| 1,000 3,00 | 03-09-12 -0,47
Promedio de DO/CO (Media) 3,203 21 2,720 | 1,000 2,72 | 04-09-12 -1,12
Desvio estandar (DS) 0,431 22 3,430 | 1,000 3,43 | 05-09-12 0,53
CV% 13,47 23 3,030 1,000 3,03 | 06-09-12 -0,40
Media + 3 DS = 4,50 24 2,950| 1,000 295| 07-09-12 -0,59
Media + 2 DS = 4,07 25 2,680 | 1,000 2,68 | 10-09-12 -1,21
Media + 1 DS = 3,63 26 2,640 | 1,000 2,64 11-09-12 -1,30
Media = 3,20
Media - 1 DS = 2,77
Media - 2 DS = 2,34
Media - 3 DS = 1,91
uDs 3
2
1 & g *
o b . * . ; - 2 } : . b . < . —t
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Controles negativos

ANEXO 6

Control int. No reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 08483LI100 09295LI00
Vencimiento 08/07/2012 22/07/2012
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CO | DO/CO Determ N° DO CcO DO/CO Fecha UDS
1 0,170 | 1,000 0,17 1 0,110 1,000 0,11 | 28-05-12 -0,88
2 0,130 | 1,000 0,13 2 0,130 | 1,000 0,13 | 29-05-12 -0,31
3 0,200 | 1,000 0,20 3 0,170 | 1,000 0,17 | 30-05-12 0,82
4 0,120 | 1,000 0,12 4 0,110] 1,000 0,11| 31-05-12 -0,88
5 0,150 | 1,000 0,15 5 0,080 | 1,000 0,08 | 01-06-12 -1,73
6 0,190 | 1,000 0,19 6 0,150 | 1,000 0,15| 04-06-12 0,26
7 0,090 | 1,000 0,09 7 0,090 | 1,000 0,09| 05-06-12 -1,45
8 0,170 [ 1,000 0,17 8 0,170 | 1,000 0,17 | 06-06-12 0,82
9 0,150 | 1,000 0,15 9 0,160 | 1,000 0,16 | 07-06-12 0,54
10 0,180 | 1,000 0,18 10 0,120 1,000 0,12 | 08-06-12 -0,60
11 0,130 | 1,000 0,13 11 0,220 | 1,000 0,22 | 11-06-12 2,24
12 0,120 | 1,000 0,12 12 0,120 | 1,000 0,12 12-06-12 -0,60
13 0,110 (1,000 0,11 13 0,110 1,000 0,11| 13-06-12 -0,88
14 0,170 1,000 0,17 14 0,160 | 1,000 0,16 | 14-06-12 0,54
15 0,120 | 1,000 0,12 15 0,100 1,000 0,10 | 15-06-12 -1,16
16 0,070 | 1,000 0,07 16 0,220 | 1,000 0,22 | 18-06-12 2,24
17 0,100 | 1,000 0,10 17 0,140 | 1,000 0,14 | 19-06-12 -0,03
18 0,120 | 1,000 0,12 18 0,110 1,000 0,11| 21-06-12 -0,88
19 0,170 | 1,000 0,17 19 0,090| 1,000 0,09 | 22-06-12 -1,45
20 0,160 | 1,000 0,16 20 0,090| 1,000 0,09| 25-06-12 -1,45
Promedio de DO/CO (Media) 0,141 21 0,100 | 1,000 0,10 | 26-06-12 -1,16
Desvio estandar (DS) 0,035 22 0,160 | 1,000 0,16 | 27-06-12 0,54
CV% 24,98 23 0,190 1,000 0,19| 28-06-12 1,39
Media + 3 DS = 0,25 24 0,220 1,000 0,22 | 29-06-12 2,24
Media + 2 DS = 0,21 25 0,100 | 1,000 0,10 | 02-07-12 -1,16
Media + 1 DS = 0,18 26 0,100 | 1,000 0,170 03-07-12 -1,16
Media = 0,14 27 0,120 1,000 0,12 04-07-12 -0,60
Media - 1 DS = 0,11 28 0,170 1,000 0,17 | 05-07-12 0,82
Media - 2 DS = 0,07 29 0,130 1,000 0,13| 10-07-12 -0,31
Media - 3 DS = 0,04 30 0,110| 1,000 0,11| 11-07-12 -0,88
uDs 3
> <* <
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Control int. No reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 14311LI00  14928LI00
Vencimiento 24/10/2012 23/12/2012
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CO | DO/CO Determ N° DO CO DO/CO Fecha ubDsS
1 0,170 | 1,000 0,17 1 0,180 | 1,000 0,18 | 12-07-12| 1,11
2 0,130 | 1,000 0,13 2 0,110 | 1,000 0,11] 13-07-12| -0,88
3 0,200 | 1,000 0,20 3 0,180 | 1,000 0,18 | 16-07-12| 1,11
4 0,120 | 1,000 0,12 4 0,120 | 1,000 0,12 17-07-12| -0,60
5 0,150 | 1,000 0,15 5 0,180 | 1,000 0,18 | 18-07-12] 1,11
6 0,190 | 1,000 0,19 6 0,110 1,000 0,11| 19-07-12| -0,88
7 0,090 | 1,000 0,09 7 0,100 | 1,000 0,10 20-07-12| -1,16
8 0,170 | 1,000 0,17 8 0,130 | 1,000 0,13]| 23-07-12| -0,31
9 0,150 | 1,000 0,15 9 0,190 | 1,000 0,19 | 24-07-12| 1,39
10 0,180 | 1,000 0,18 10 0,120 | 1,000 0,12 25-07-12| -0,60
11 0,130 | 1,000 0,13 11 0,160 | 1,000 0,16 | 26-07-12| 0,54
12 0,120 | 1,000 0,12 12 0,140 | 1,000 0,14 | 27-07-12| -0,03
13 0,110 | 1,000 0,11 13 0,170 | 1,000 0,17 30-07-12| 0,82
14 0,170 1,000 0,17 14 0,120 1,000 0,12 31-07-12| -0,60
15 0,120 | 1,000 0,12 15 0,100 1,000 0,10 01-08-12| -1,16
16 0,070 | 1,000 0,07 16 0,100 | 1,000 0,10 02-08-12| -1,16
17 0,100 | 1,000 0,10 17 0,110 | 1,000 0,11] 03-08-12| -0,88
18 0,120 | 1,000 0,12 18 0,120 | 1,000 0,12 06-08-12| -0,60
19 0,170 1,000 0,17 19 0,230 1,000 0,23| 07-08-12| 2,53
20 0,160 | 1,000 0,16 20 0,160 | 1,000 0,16 | 08-08-12| 0,54
Promedio de DO/CO (Media) 0,141 21 0,180 | 1,000 0,18 09-08-12| 1,11
Desvio estandar (DS) 0,035 22 0,210 | 1,000 0,21] 10-08-12| 1,96
CV% 24,98 23 0,120 | 1,000 0,12 13-08-12| -0,60
Media + 3 DS = 0,25
Media + 2 DS = 0,21
Media + 1 DS = 0,18
Media = 0,14
Media -1 DS = 0,11
Media - 2 DS = 0,07
Media - 3 DS = 0,04
uDs 3
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Control int. No reactivo HIV Ac Método QUIMIOLUMINISCENCIA
Lote Control interno N° 312 Marca comercial ABBOTT
Vencimiento Mar-2013 Lote N° 14311LI00  14928LI100
Vencimiento 24/10/2012 23/12/2012
Tabla de validacién Tabla de uso diario
Determ N° DO CcO DO/CO Determ N° DO CO DO/CO Fecha ubDS
1 0,170 | 1,000 0,17 1 0,140 | 1,000 0,14 | 14-08-12 0,03
2 0,180 | 1,000 0,18 2 0,150 | 1,000 0,15| 15-08-12 0,31
3 0,140 | 1,000 0,14 3 0,180 | 1,000 0,18 | 16-08-12 1,16
4 0,130 | 1,000 0,13 4 0,120 1,000 0,12| 17-08-12| -0,54
5 0,120 | 1,000 0,12 5 0,130 1,000 0,13| 21-08-12| -0,26
6 0,150 | 1,000 0,15 6 0,180 | 1,000 0,18 | 22-08-12 1,16
7 0,110 | 1,000 0,11 7 0,120 | 1,000 0,12| 23-08-12| -0,54
8 0,100 | 1,000 0,10 8 0,250 | 1,000 0,25| 24-08-12 3,15
9 0,160 | 1,000 0,16 9 0,180 | 1,000 0,18 | 27-08-12 1,16
10 0,110 1,000 0,11 10 0,130 1,000 0,13| 28-08-12| -0,26
11 0,150 | 1,000 0,15 11 0,170 | 1,000 0,17 | 29-08-12 0,88
12 0,140 | 1,000 0,14 12 0,250 | 1,000 0,25| 30-08-12 3,15
13 0,150 | 1,000 0,15 13 0,140 | 1,000 0,14 | 31-08-12 0,03
14 0,130 | 1,000 0,13 14 0,130 1,000 0,13| 03-09-12| -0,26
15 0,120 | 1,000 0,12 15 0,120 1,000 0,12| 04-09-12| -0,54
16 0,240 | 1,000 0,24 16 0,150 | 1,000 0,15| 05-09-12 0,31
17 0,170 | 1,000 0,17 17 0,110 1,000 0,11| 06-09-12| -0,82
18 0,130 | 1,000 0,13 18 0,100 | 1,000 0,10 07-09-12| -1,11
19 0,090 | 1,000 0,09 19 0,160 | 1,000 0,16 | 10-09-12 0,60
20 0,090 | 1,000 0,09 20 0,110| 1,000 0,11 11-09-12| -0,82
Promedio de DO/CO (Media) 0,139 21 0,150 | 1,000 0,15| 12-09-12 0,31
Desvio estandar (DS) 0,035 22 0,140 | 1,000 0,14 ] 13-09-12 0,03
CV% 25,34 23 0,150 | 1,000 0,15| 14-09-12 0,31
Media + 3 DS = 0,24 24 0,130 1,000 0,13| 17-09-12| -0,26
Media + 2 DS = 0,21 25 0,120 1,000 0,12| 18-09-12| -0,54
Media + 1 DS = 0,17 26 0,200 | 1,000 0,20 19-09-12 1,73
Media = 0,14 27 0,170 | 1,000 0,17 | 20-09-12 0,88
Media - 1 DS = 0,10 28 0,130 1,000 0,13| 21-09-12| -0,26
Media - 2 DS = 0,07 29 0,090| 1,000 0,09| 25-09-12| -1,39
Media - 3 DS = 0,03 30 0,090| 1,000 0,09| 26-09-12| -1,39
uDs 3
2 <
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ANEXO 7

Ensayos de estabilidad del suero control

Temperatura y Dilucion del suero
Técnicas tiempo control
1/50 1/100
4°C 202 132
7 dias 209 138
-20°C 204 135
CMIA 7 dias 212 128
Inmunoandlisis 30°C 219 139
quimioluminiscente de 7 dias 221 129
microparticulas 37°C 210 139
7 dias 216 135
60°C, 10 hs 202 127
4°C, 7 dias 213 125
4°C >3 2,99
7 dias >3 2,99
-20°C >3 >3
7 dias >3 >3
ELISA 30°C >3 >3
Enzimoinmunoensayo 7 dias >3 >3
37°C >3 2,96
7 dias >3 2,99
60°C, 10 hs >3 >3
4°C, 7 dias >3 >3
4°C
7 dias KA N
TEST RAPIDO -20°C /4 /4
Determine™ HIV-1/2 7 dias
30,C +/+ +/+
TEST DE AGLUTINACION 7 dias
DE PARTICULAS 37°C e /4
SERODIA® HIV-1/2 60°7cdlfg -
4°C. 7 dias A KA
4°C
7 dias KA KA
-20°C
7 dias KA KA
INVUNOTRANSFERENCIA 30°C /4 o+
Western Blot (WB) 73‘7{’%"
7 dias KA N
60°C, 10 hs
4°C, 7 dias A KA

Resultado de los ensayos del suero control después de haber sido sometido a diferentes
temperaturas por distintos periodos de tiempo.
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Ensayos de estabilidad del suero control
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Ensayos de estabilidad del suero control

; . ) < .Y
“\‘/'N\ N 1’“‘\ /“\ /’"\ AN ~\%{w"\ = {¢?~» j:)!i}}

.
® § ® | 8 pt .l Bt 1 il
) ) / / ) / NN AN A AN
= ’\k’\ ’\/ /\/\ “"\ vz /“‘/""‘1)/‘*»/’“.‘ \
L S - ny - Ny pe dye
&«) W 1. \/\/\),/\/\ s ),
& PR N
}' o m n e || ‘ (@ Ny @ Ny \ Ve e MI )
i Pism 2w TP oD O Nl \o i/ ®
f\ e N SN NG NG N PN PN g g
)u »)u 0)!. )' ).h e )@ ) \l‘ Y N ),
>//52\</?\:f\ I\ S
N W S S NGRS
5’ )" )( ')“ /‘" )" i e *\t/)ff Ve Ve VT I
N N/ N\ \/\/>/\/
; T Pt S i " g 5 o oa ey, —~
) f o/ m’\l - \/ vt E ® \ | \f; -
/ \j / \\“. B “;/ \\/\“—'f‘! AU 4 -

. 3 la ‘ «0\4 ) 3
I‘W\, \, \)\)‘\ \,_/\ \-/ﬂ\/\/\-/

-
L)L)\)\)§ k/\)\)\
eEC S o

TEST DE AGLUTINACION DE PARTICULAS
SERODIA® HIV-1/2

16 16A 17 17A 18 18A 19 19A

P2t 1444 12222241 222 RRRARRE 222

TEST RAPIDO - Determine™ HIV-1/2

84



GLOSARIO

Anticuerpos anti VIH: anticuerpos especificos que el organismo produce como
respuesta a la presencia del virus de inmunodeficiencia humana.

Control de Calidad Externo: procedimiento utilizado para evaluar el
desempeno de los laboratorios mediante el analisis de los resultados
de muestras de referencia.

Cut-off: valor de corte en los resultados de laboratorios.

Grafico de Levey & Jenning: grafico control en el que se representa la magnitud
medida en funcion del tiempo. En él se sefiala el valor medio y una, dos
y tres desviaciones estandar.

Periodo de ventana inmunolégico: tiempo comprendido entre el momento del
ingreso del virus al huésped y la aparicion de los anticuerpos
generados por el paciente (seroconversion).

Pruebas moleculares: se basan en la deteccion de acidos nucleidos especificos
(ADN o ARN) y tienen diversas aplicaciones. Estas pueden ser
cuantitativas y cualitativas.

Reglas de Westgard: son 6 reglas, establecen las bases para la evaluacion de
la calidad analitica de los laboratorios clinicos mediante
principios estadisticos y pueden emplearse individualmente o en
combinacion para evaluar la calidad del proceso analitico.

Sindrome retroviral agudo (SRA): periodo inmediatamente posterior a la
infeccion viral primaria durante el cual puede aparecer fiebre,
adenopatia, decaimiento, entre otros sintomas.

Tamizaje: evaluacidn masiva de sujetos asintomaticos respecto de una
patologia especifica y antes que ellos consulten espontaneamente. Se
utilizan examenes especificos para identificar una afeccién
determinada en una poblacién aparentemente sana, en mayor riesgo
de padecerla y que hasta ese momento no se les ha diagnosticado.

Test de VIH: prueba de laboratorio para la deteccion de anticuerpos anti VIH,
presentes en los pacientes infectados con el virus.

Validacion: es la confirmacién mediante examen y aporte de evidencia objetiva
de que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico
previsto (ISO 8402, ISO 17025).
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