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Introduccion

Actualmente se asiste a la instalacién de la cultura de
la calidad en los hospitales. Hasta donde se ha podido
revisar, los primeros antecedentes del control de calidad
aplicado al inmunodiagnédstico microbiano en Espana se
han de buscar en la II?* Reunién de Calidad en
Microbiologia Clinica, celebrada en Oviedo en 1979. Este
control de calidad surge de la necesidad de normalizacién
de nuestro trabajo en el laboratorio que, aplicado inicial-
mente a la industria, se va incorporando sucesivamente
a las diferentes areas de nuestra vida. Ademas, permiti-
ra al laboratorio que se le autorice, acredite o certifique
que los productos intermedios que produce cumplen una
determinada propiedad, en respuesta, muchas veces, a la
competencia del sector privado. Todo esto estd apoyado
en normativas internacionales como son las series ISO
9000, 8402 y la EN 45000'. Lo que se requiere ahora es
aplicar esta normativa a los procedimientos de trabajo
diario?3. Recientemente, Elma Heidemann, de la
Sociedad Internacional de Acreditacion de Calidad
Sanitaria (http://www.diariomedico.com) decia que la
acreditacién de la calidad va a dejar de ser algo volunta-
rio. Ademas, propone buscar la calidad global y curar con
calidad, como consecuencia de aplicar al enfermo, entre
otros, los resultados obtenidos en el laboratorio de
Microbiologia. Esto obliga a que el clinico deba usar sélo
laboratorios autorizados o acreditados para realizar sus
pruebas.

La calidad se puede definir como el conjunto de propie-
dades y caracteristicas de un producto o servicio, que le
confieren su aptitud para satisfacer unas necesidades
expresadas o implicitas®. El control de calidad es el con-
junto de acciones que se aplican sobre la estructura, res-
ponsabilidades, recursos y procedimientos de la organi-
zacién de una empresa, que ésta establece para llevar a
cabo la gestion de su calidad*. El control de calidad es
sinénimo de garantia de informacién (exacta, reproduci-
ble y segura) para resolver los problemas infecciosos que
surgen en el hospital. Aplicado en el drea de inmunologia
microbiana es similar en la finalidad al de otras areas del
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laboratorio, aunque no semejante, dado que los errores
pueden pasar desapercibidos con mayor facilidad.
Entonces, ;por qué hacerlo?: a) porque se trabaja con sis-
temas bioldgicos acoplados (multiples epitopos, variabili-
dad biolédgica de los anticuerpos en la enfermedad, signi-
ficado clinico, etc.) que hay que tener estandarizados y
vigilados para detectar los desajustes; b) por la compleji-
dad y sensibilidad de la seroquimia de los inmunoensa-
yos; y ¢) por los problemas derivados de la automatiza-
cién en el laboratorio. Controlando la calidad de la sero-
logia se contribuye al control de calidad del diagnéstico
clinico, que tiene que solicitar la prueba mas adecuada
basandose en el diagnéstico més probable y sobre una
muestra recogida en el momento y la cantidad adecua-
dab5s,

La calidad del trabajo puede juzgarse utilizando dife-
rentes conceptos como la fiabilidad, que informa si el
resultado de una prueba es correcto, la reproducibilidad,
basada en la obtencién de resultados concordantes al
efectuar varias veces el mismo ensayo; la rapidez, que
ayuda al clinico a instaurar el tratamiento y la pauta
adecuada en el menor tiempo posible; y la relacion coste-
beneficio, validando una prueba determinada en la medi-
da en que los beneficios que reporta al paciente y la
comunidad sean razonables.

Se han establecido una serie de propiedades que debe
cumplir el control de calidad. Asi, debe aplicarse de
manera integral, desde la recogida de la muestra hasta la
llegada del resultado al clinico; los pasos cruciales del
proceso se controlaran de forma especial, lo que se deter-
mina aplicando un método racional; se aplicarda de un
modo regular o reiterado; y los errores y defectos que se
pueden presentar durante su aplicacién se detectaran y
corregiran de manera frecuente.

El control de calidad presenta ventajas en su aplica-
cién, ya que permite asegurar, entre otras, que las prue-
bas costosas se utilicen del modo mas racional; determi-
na si las pruebas nuevas son véalidas o no; mejora el fun-
cionamiento general del laboratorio y contribuye a hacer
comparables los resultados obtenidos en diferentes
momentos o lugares’.

Se han establecido dos grandes grupos en la realizacién
del control de calidad, pudiendo ser estos internos y
externos®. Los controles externos evaldan la precision,
rapidez, tipo e interpretacién de los resultados obtenidos
en una muestra enviada a nuestro laboratorio. Se efec-
tian de forma voluntaria u obligatoria, estos tultimos
como apoyo oficial que aporte mejoras en las técnicas.
Las realizan organismos oficiales o sociedades cientificas
que llevan a cabo inspecciones ocasionales proporcionan-
do una muestra anénima y semejante a todos los labora-
torios que participen en el control.
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Los controles internos son los que se aplican a nuestro
trabajo diario, y han de ser globales, practicos respecto a
los resultados que aportan, realistas, diarios y econémi-
camente viables. Este dltimo es el que centrara el desa-
rrollo de nuestro manuscrito.

Fases del control de calidad interno

Fase preanalitica

La fase preanalitica la constituyen una serie de accio-
nes previas a la investigacion de la muestra en el labora-
torio. Hablaremos de aspectos especificos y concretos de
la misma. Los resultados emitidos por el laboratorio son
un producto intermedio y la productividad se puede mejo-
rar controlando en la fase preanalitica® diversos factores
que la determinan en mayor o menor medida (tabla
1)1 como son los factores ambientales; la formacion,
adiestramiento y actualizacion del personal; el empleo de
instrumental simple y automatizado; la seleccién y utili-
zacion de la prueba; el almacenamiento de reactivos y
productos perecederos; la presencia de un manual de nor-
mas y procedimientos de trabajo, asi como el apoyo en
laboratorios de referencia, regionales o centrales.

Control de los factores ambientales

El control de los factores ambientales se llevara a cabo
optimizando el espacio (debe existir por persona, al
menos, 10 m? de superficie, 25 m? de volumen y una reno-
vacién de aire de 57 m? por hora), tamario, distribucién,
iluminacién, ventilacién, temperatura, ruido y seguridad
de las condiciones de trabajo, asi como la asepsia y este-
rilizacién cuando proceda (http:/www.mtas.es/insht/
legislation/legiina.htm). El laboratorio se ha de estructu-
rar en areas separadas de recepcion de muestras, prepa-
racion de las mismas, realizaciéon de ensayos, almacena-
miento de las muestras ensayadas y calibracion.

TABLA 1. Actuaciones en las diferentes fases
del control de calidad

Fase preanalitica
Control en el laboratorio de
. Factores ambientales
. Personal
. Instrumental
Muestra
Pruebas
Reactivos
. Productos perecederos
. Manuales
Uso adecuado de laboratorios de referencia

0T UUR W

Fase analitica
Preparacion de muestra
Preparacion de la muestra para evitar el factor reumatoide
Preparacion de la muestra para evitar las reacciones
cruzadas
Realizacién de los estudios
Control de la lote dependencia
Validacién del ensayo
Limitaciones de la prueba
Politica de optimizacion: perfiles serolégicos
Fase postanalitica
Elementos del informe en elaboracion
Elementos del informe en la historia del enfermo
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Control de formacion, adiestramiento
y actualizacién periédica del personal

Del mismo modo, se debe efectuar un control de forma-
cién, adiestramiento y actualizacién periédica del perso-
nal. Para ello, resulta imprescindible conocer la estructu-
ra y organizacion del servicio en relacién a los servicios
asistenciales, docentes y de investigacién que se prestan.
Se debe disponer de datos acerca de los recursos huma-
nos disponibles, en relacién con su nimero, capacitacién
profesional, puesto que ocupan y trabajo que desempe-
nan. Es necesario establecer la jerarquia que se aplicara
en la toma de decisiones, desempefiando el director téc-
nico la misién de controlar y evaluar las diferentes areas.
En cualquier caso, deben existir canales de comunica-
cién, cada empleado debe estar informado del alcance y
los limites de su area de responsabilidad y todo el perso-
nal estara suficientemente cualificado para efectuar el
trabajo, segin el volumen y complejidad del mismo. La
cualificacién incluird un control interno y externo de la
formacién, adiestramiento y experiencia del personal del
laboratorio. Se realizara una adecuada supervisiéon por
personal familiarizado con el tema. Para obtener mejoras
en la formacién de todo el personal, se estableceran cur-
sos de administracién de laboratorio como parte de un
programa de formacién continuada para profesionales y
técnicos, que seran desarrollados efectuando reuniones
periédicas para informar de los cambios que puedan
tener lugar y solicitar sugerencias al respecto.

Control y calibracién del instrumental del laboratorio

Otro aspecto que se debe tener en cuenta es el control
y la calibracion del instrumental del laboratorio, ya sea
simple o automatizado. En primer lugar se hace necesa-
rio conocer el aparataje inventariable, estableciendo su
grado de pertenencia al laboratorio, rendimiento actual y
tiempo previsto de funcionamiento operativo del mismo.
Se deben cumplir, estrictamente, las especificaciones del
fabricante. Se dispondra de hojas de funcionamiento de
aparatos simples y complejos (pegadas al mismo, si es
posible). Aquellas se guardardn durante toda la vida del
aparato, y reflejaran la fecha y los parametros que son
medidos (comportamiento, desviaciéon de funcién, proble-
mas de funcién, accién correctora, incidentes, manteni-
miento preventivo). El control sera diario (estufa), sema-
nal o mensual, seguin el tipo y las necesidades de cada
instrumento. Ademas, se dispondra de termémetro inter-
no y sistemas de alarma luminosos y sonoros. En la tabla
2 se reflejan algunas de la acciones mas importantes que
se deben aplicar en los diferentes equipos simples.

El control del sistema automatizado debe permitir un
resultado objetivo, para lo cual requiere que la validez de
los datos esté asegurada por un sistema que detecte los
errores de experimentacién, observacién o medida. En la
tabla 3 se reflejan los aspectos mas importantes que
deberian cumplir los sistemas automatizados. Estos dis-
pondran de planes de calibracién de las mediciones a rea-
lizar, verificacion de las funciones que ejecuta el sistema
(tabla 4) y, finalmente, el plan de mantenimiento especi-
fico del sistemall-13,

Control de muestras y eliminacion de residuos
Nos referimos a la seleccion, recogida, transporte, con-
servacién, preparacion y almacenamiento de las mues-
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TABLA 2. Actuaciones aplicadas sobre el instrumental simple

Equipo Cuidados ordinarios Vigilancia

Baiio Limpiar superficie interna. Cambiar el agua cada mes Verificar nivel de agua a diario. Registrar la

Maria temperatura un dia de cada semana
Centrifuga Limpiar pared interna con antiséptico cada semana o

en rotura de tubos de vidrio o derrames
Estufa Limpiar superficie interna de pared y parrillas cada mes Registrar la temperatura al comienzo de cada jornada
de trabajo

Refrigerador Limpiar y descongelar cada 2 meses y tras interrupcion Registrar la temperatura el primer dia de cada semana

congelador del suministro eléctrico
Lector Igual que la centrifuga Controlar sefial mediante estdndares cada semana
Lavador Igual que la centrifuga Prueba de verificacién diaria
Pipetas Limpiar superficie interna de pared con antiséptico Prueba de verificacién semanal

cada semana o en caso de contaminacién interna

tras y eliminacién de residuos. Las actuaciones maés
importantes a tener en cuenta se reflejan en la tabla 5.

Seleccion y utilizacion de la prueba

La seleccion de los reactivos se efectuara entre pruebas
aprobadas y uniformes, por una serie de factores que con-
forman diversas variables. En primer lugar, se estimara
la propia naturaleza de la enfermedad, teniendo en con-
sideracion si es tratable o grave, su prevalencia, las con-

TABLA 3. Condiciones a cumplir por la automatizacion

Captacion y emisién continuada de la informacién
Uso de c6digo de barras en muestras, soportes y reactivos
Rapidez en funciones
Control de absorcién del factor reumatoide
Uso potencial de muestras tratadas con calor
Formato en microplaca (abierto) o especifico (cerrado)
Robotizacion del transporte del soporte y dispensacién de
reactivos sin contaminacion
Incubacion y lavado del soporte con evaporacion reducida
Realice y guarde la lectura del ensayo con interpretacién de
resultados, en fases de:
1° Validacién de la prueba
2¢ Interpretacion del resultado obtenido en la muestra
Realice y monitorice, simultaneamente, varias pruebas por
muestra
Disponga de manual de interpretacion y solucién de errores
Verifique la exactitud de funciones

TABLA 4. Verificacién de exactitud de funciones del sistema
automatizado

Con frecuencia diaria
Comunicacién con equipos remotos
Dispensacion y dilucién de muestras y reactivos
Medicion de volimenes de reactivos
Vacio de los sistemas de lavado
Temperatura
Lavado de soporte sélido
Lectura fotométrica. Chequeo de linealidad de longitudes de
onda
Control de lote para interpretacion de resultados
Con frecuencia semanal: aspiracion, lavado, fotémetro y
temperatura de incubacién, mediante controles mas rigurosos

secuencias econémicas, sociales o psicolégicas de un
resultado falso, las posibilidades de opcién y un analisis
de coste-beneficio. El formato puede efectuarse con equi-
pos abiertos o cerrados. La capacidad del laboratorio tam-
bién se ha de tener en cuenta, considerando los costes
derivados del empleo de reactivos, la carga y laboriosidad
que suponga, asi como los requerimientos de las mues-
tras, personal especifico o espacio fisico. El nimero de
determinaciones de rutina o urgentes determinard, en
parte, la utilizacién de la prueba. Del mismo modo se con-
siderara la intencionalidad en el uso de la prueba, ya sea
para cribado o confirmacién (como las que se emplean en
el caso de confirmacion de infecciones graves o debido a
la existencia de falsos positivos en poblaciones poco pre-
valentes).

Antes de la utilizacién de la prueba es imprescindible
una evaluacion previa o verificacion, que se efectuara por
nosotros mismos o revisando la literatura, y se determi-
naran variables como: la exactitud o fiabilidad, que es el
grado en el que se acerca el resultado obtenido al valor
verdadero; la precision, que consiste en determinar sobre
la muestra control la media y desviacion estandar obte-
nida tras la repeticion. Nos informa de la reproducibili-
dad de una prueba que se hace sin coincidir en el tiempo,
aceptandose, para valores bajos, variaciones de hasta un

TABLA 5. Actuaciones para asegurar el control de calidad
de las muestras empleadas en el inmunodiagndstico

Seleccion, recogida, transporte, conservacion, preparacion y
almacenamiento adecuado

Eliminacién de residuos

Elaborar definiciones conjuntas entre clinicos y directores de
laboratorio

Excluir muestras duplicadas en 72 horas

Politica horaria de recogida

Identificacion correcta

Participar en la formacién de personas

Elaborar instrucciones por escrito

Controlar muestras especificas
Discos impregnados con sangre
Saliva o liquido crevicular!
Liquido cefalorraquideo
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titulo de diferencia y de dos titulos si son altos; la linea-
lidad, que se evalua con diluciones seriadas de muestra
control; la automatizacion posible, que aumentaria la
exactitud y precision; la posible interferencia de factores
séricos, para lo que se ha de revisar la literatura o adi-
cionar sustancias que interfieren en la muestra; la efecti-
vidad o capacidad de realizar un diagnéstico correcto en
condiciones reales, que a su vez depende del grado de
comportamiento en la poblacién sana o enferma; la sen-
sibilidad o nimero total de resultados positivos entre el
numero total de infectados (cuanto més sensible sea
menos falsos negativos se obtendréan); la especificidad o
numero total de resultados negativos entre los sujetos no
infectados (cuanto mayor sea menos resultados falsos
positivos tendran lugar). Légicamente, la sensibilidad y
especificidad de una prueba estan relacionadas. Mo-
dificando los criterios de limitacién cabe aumentar la
sensibilidad de una prueba a expensas de su especifici-
dad y viceversa. Se prefieren los métodos muy sensibles,
aunque a costa de reducir la especificidad, en infecciones
tratables, facilmente evitables, cuando los falsos positi-
vos no causan trastornos fisicos, psiquicos, econémicos o
sociales, en poblaciones de bajo riesgo o estudios de cri-
bado de la infeccion. Estas pruebas es preferible utilizar-
las en grupos de riesgo. Se prefiere utilizar pruebas muy
especificas, aunque a costa de bajar la sensibilidad, en
situaciones contrarias a lo anterior. Otro parametro que
debe valorarse es el valor predictivo, que mide la validez
de la prueba teniendo en cuanta la prevalencia de la
infecciéon. Su formato positivo es el porcentaje de enfer-
mos que detecta la prueba del total de resultados positi-
vos. El formato negativo es el porcentaje de sanos que
detecta la prueba entre los que dan una respuesta nega-
tiva en la prueba. Los resultados obtenidos en estos para-
metros se deben comparar con los logrados mediante la
prueba de referencia, si existe. En el caso de que se trate
de equipos completos suministrados se comprobara si se
cumplen las especificaciones del fabricante. En cualquier
caso, al menos se analizaran 20 muestras reactivas y
entre 20 y 50 no reactivas. El equipo estara verificado si
la desviacién obtenida es inferior al 5% de la esperada.
Cuando los equipos que se utilizan se elaboran “en casa”,
es preciso observar ciertas medidas adicionales:

1. Estandarizar el antigeno y el sistema marcador,
estableciendo correctamente la correspondencia de los
anti-anticuerpos. Asi, generalmente se utilizan los anti-
cuerpos cabra y oveja frente a los humanos.

2. Investigar el ruido de fondo que produce cada reacti-
vo del equipo por separado y un suero no reactivo con el
soporte sélido no sensibilizado (en este caso la senal pro-
ducida debe sustraerse de la sefial obtenida). La senal
que produce el PBS (phosphate buffered saline) en el
ELISA debe ser inferior a 0,1 unidades arbitrarias (pre-
feriblemente 0,05) de densidad éptica y la del control
negativo inferior a 0,2. Si la absorbancia es superior a
estas cifras es preciso llevar a cabo alguna de las siguien-
tes actuaciones: adicionar a la fase sélida albimina séri-
ca bovina al 1%-5% u otra proteina inespecifica, que
cubra los lugares no reactivos, aumentar la efectividad
del lavado o su nimero, incrementar la dilucién o pureza
del conjugado enzimatico o diluir este en un tampé6n con
suero no reactivo, entre el 1% y 5%, de la misma especie
animal que se investiga'l.

Cuando, por el contrario, se adquieren los equipos a un
proveedor, estos deben cumplir las exigencias que a tal
efecto dispone el Real Decreto 166/2000 sobre Requisitos
de Conformidad de los Productos Sanitarios de Diag-
néstico In-vitro y Accesorios. Este decreto entré en vigor
a primeros de octubre del afio 2000, aunque existe un
periodo transitorio de adaptacién hasta diciembre del
afio 2005. Su contenido se basa en la directiva europea
98/79/CE, las normas del CEN (Comité Europeo de
Normalizaciéon) y el CENELEC (CEN Electrénica). Su
contenido obliga a que tales equipos tengan que llevar la
marca CE para poder ser utilizados, simbolo que prueba
que determinado producto o servicio se ajusta o satisface
plenamente la exigencias técnicas esenciales impuestas
por las directivas que lo afecten, asi como las expresadas por
el fabricante para ese quipo en lo referente al control del
proceso de elaboracién y capacidad de deteccién de anti-
geno o anticuerpo. Ademas existen organismos notifica-
dos, designados por las administraciones nacionales,
para la evaluacién de la conformidad de algunos de los
productos fabricados, de los que se deriva un mayor ries-
go, como son los que detectan la infeccién por retrovirus,
virus de la hepatitis B, C y D, virus de la rubéola,
Toxoplasma gondii, citomegalovirus y Chlamydia. En el
resto de los productos la conformidad es llevada a cabo
s6lo por el fabricante, bajo su responsabilidad. Con los
requisitos exigidos cumplidos la comisién atribuye un
ndmero que es publicado en la Organizacién de
Desarrollo y Cooperaciéon Econémica (DOCE). Esta nor-
mativa no se aplica a los equipos elaborados en casa y
afecta a todo lo fabricado y destinado a ser usado en el
laboratorio con fines de diagnéstico o prevenciéon de un
proceso infeccioso o no. En el caso de que existan proble-
mas de cualquier tipo se deben notificar a la Direccién
General de Farmacia y Productos Sanitarios.

Control de almacenamiento de reactivos

Para llevar a efecto el control del almacenamiento de
los reactivos es preciso, en primer lugar, realizar un
registro de los reactivos en uso y reserva. También se
debe procurar que su conservacion tenga lugar segun las
condiciones del fabricante, marcando los contenedores con
su contenido, concentracion, requerimientos de conser-
vacion y fecha de preparaciéon. Se descartaran los reacti-
vos caducados o que no cumplan unas condiciones de
almacenamiento adecuado, para lo que se evitaran las
congelaciones-descongelaciones (antes de congelar se
dividira en alicuotas para realizar varias determinacio-
nes). Por dltimo, es necesario el control de la fecha de
caducidad, la recepcién y el momento del primer uso del
reactivo. Segun la naturaleza y componentes de los reac-
tivos se han de tener diversas precauciones. Los antige-
nos se mantendran a la temperatura requerida y, prefe-
riblemente, liofilizados ya que asi se evitaran los proble-
mas de transporte y su concentracién no disminuira con
el almacenamiento. Los sueros patrén se titularan frente
a su antigeno y se conservaran a —20° C en pequenos via-
les para usarlos independientemente en cada reaccién.
Por su parte, el agua tiene otras implicaciones. Asi, el
agua aportada por un fabricante sélo puede ser usada
para tal fin, se debe colocar dentro de un contenedor
secundario para ser usada, nunca introducir pipetas en el
contenedor original y 7 dias después de su apertura se

491



Enferm Infece Microbiol Clin. Volumen 19, Ntumero 10, Diciembre 2001

debe descartar, puesto que se degrada durante la conser-
vacion. Se han establecido tipos de agua, del 1 a 4, segin
el Consejo Nacional de Normalizaciéon de Laboratorios
Clinicos (NCCLS) en base a criterios de conductividad,
pH, contenido en silice, bacteriolégico y en particulas. La
mayor parte de las veces se debe usar el tipo 1 para los
ELISA. Para la preparacion se utiliza la destilacién o la
desionizacion, siendo este ultimo el método mds usado.
La simple esterilizacién del agua no cumple estas especi-
ficaciones. Es necesario disenar y construir un sistema de
distribucion de aguas que cumpla las normas del NCCLS,
como disponer de contenedores de propileno reforzado
con fibra de vidrio.

Control de funcionamiento de productos perecederos

El control de funcionamiento de productos perecederos,
si son de uso habitual, se realizard una vez a la semana,
y si son de uso no habitual, cada vez que se usen. Para
ello, se debe vigilar la fecha de elaboracion, recepcién del
reactivo, primer uso y caducidad.

Manuales

Deben ser aprobados, estaran en un lugar accesible, se
actualizaran al menos cada ano, con bibliografia de apoyo
reciente, y existiran copias en varios sitios del laborato-
rio. Es necesario aprobar y fechar todos los cambios que
se realicen. El Manual de la Calidad ha de contener infor-
macioén sobre los distintos temas relacionados con el con-
trol de calidad del laboratorio, entre los que se incluiran
la estructura organica del laboratorio, recursos humanos,
normativa de construccién, instalaciones, precauciones
de seguridad, instrumentacién y obtencién de material y
reactivos. Ademas del Manual de la Calidad también se
recogera la informacién acerca de la muestra (tipo, sopor-
te, cantidad y conservacién), técnica empleada para la
determinacion, plazo de entrega e interpretacion de los
resultados, informes recibidos de evaluaciones de calidad
(auditorias externas e internas), manipulacion y elimina-
cién de residuos peligrosos, prevencién de contaminacién
ambiental, mantenimiento y cuidado del equipo, limpieza
del lugar de trabajo, inmunizaciones apropiadas, regis-
tro, eliminaciéon y procesamiento de las muestras, y re-
gistro y notificaciéon de los resultados en un Manual de
Procedimientos. Este manual sustenta el correcto funcio-
namiento del laboratorio. Englobaran todas las pruebas
que se llevan a cabo en los aspectos del fundamento de
las técnicas, realizacién, limites de comportamiento nor-
mal, tipo de muestra a aplicar, preparacién de reactivos,
controles de calidad, y calculos y presentacién de los
resultados. Se guardaran los procedimientos antiguos
durante dos anos. Finalmente, los manuales se deben
aplicar siguiendo escrupulosamente las “buenas practi-
cas de laboratorio” (BPL) establecidas en las normas de
sistemas de calidad ISO 9000, para que los laboratorios
demuestren que sus productos satisfacen los estandares
de calidad establecidos.

Uso de laboratorios de referencia

El empleo de los laboratorios de referencia tiene como
objetivo realizar pruebas que: a) se solicitan con escasa
frecuencia; b) tienen un caracter muy especializado; c)
requieren confirmacion; d) se desee determinar de un
modo mas especifico algin agente patégeno de gran
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importancia para la salud publica; o e) contrasten perié-
dicamente los resultados habituales del laboratorio. Del
mismo modo, son necesarios estos laboratorios para pro-
porcionar sueros de referencia y reactivos estandarizados
con fines de control de la calidad y formacion profesional,
asi como para que, opcionalmente, facilite muestras ané-
nimas con clave cifrada para que el laboratorio solicitan-
te pueda poner a prueba su competencia.

Fase analitica

La fase analitica se realizara diariamente y siguiendo
las normas del fabricante. Requiere la actualizacién con-
tinua, introduciendo nuevas pruebas que mejoran la
anterior en todos los aspectos!!. Su aplicacién debe
incluir (tabla 1) aspectos relativos a la preparacion de las
muestras para eliminar el factor reumatoide o los anti-
cuerpos compartidos entre varios procesos infecciosos
diferentes, el control de la realizacion del ensayo y la poli-
tica de optimizacion de los recursos.

Control de la preparacion de la muestra

Cuando se quiera detectar la presencia de IgM en las
muestras es necesario separarla del resto de los compo-
nentes séricos para de este modo reducir los falsos positi-
vos por la presencia del factor reumatoide y los falsos
negativos debidos al exceso de IgG. Este proceso se puede
realizar con diversos métodos, como son las resinas de
intercambio i6nico (con el inconveniente de que eliminan
IgM y dejan IgG4, es un proceso lento y requieren bas-
tante muestra), la centrifugacion con gradiente de saca-
rosa (con el inconveniente de que eliminan IgM y es un
proceso complejo) o la fijaciéon de la IgG con proteina A o
anti-IgG de oveja frente al fragmento Fc de la IgG huma-
na (este método también evita los falsos negativos que se
producen en la deteccion de IgA por el exceso de IgG). Por
altimo, también se puede utilizar la cromatografia de fil-
tracién en gel o la captura de la IgM. Esta variante, popu-
larizada por fabricantes como la méas especifica, puede
presentar falsos positivos por la presencia del factor reu-
matoide. Entonces, en aquellos casos en los que se obten-
ga una positividad limite, se debe repetir el ensayo adi-
cionando previamente anti-IgG. Para evitar las reaccio-
nes seroldgicas cruzadas se puede utilizar la adsorcion
previa del suero con otro antigeno, la purificacién con
adsorcion en una columna con el antigeno puro y eluciéon
posterior o la realizacién directa de la prueba con epito-
pos especificos. En todos los casos se incrementa la espe-
cificidad del resultado pero se reduce el valor predictivo
negativo.

Control de realizacion del ensayo

Cuando se quiere controlar la realizacién de los ensa-
yos, se deben tener en cuenta multiples aspectos. Asi, no
se deben intercambiar reactivos de equipos con lotes dis-
tintos salvo especificacion de fabricante. Cuando se cam-
bia de lote pueden existir variaciones cuantitativas signi-
ficativas del resultado de uno a otro empleando la misma
muestra. Por ese motivo, los estudios apareados se deben
realizar usando el mismo lote de reactivos. De la misma
forma, es necesario el uso de controles (prueba de valida-
cién) que informan del comportamiento de una prueba
verificado, garantizando el buen funcionamiento del
ensayo. Debe realizarse en cada ensayo y cada vez que se



J. Gutiérrez et al- Control de calidad interno del inmunodiagnéstico microbiano para conseguir la calidad global

recibe un reactivo o lote. El origen de los componentes de
los reactivos son apartados por el fabricante, como una
informacion, que suele ser lote-especifica. En caso de que
los controles sean elaborados en casa o de otras fuentes,
se validaran previamente por un laboratorio de referen-
cia. Por dltimo, no se puede olvidar que las diferentes
pruebas tienen multiples limitaciones que no se pueden
olvidar (tablas 6 y 7)

Perfiles seroldgicos

La utilizacién de una politica de optimizacién median-
te el uso de los perfiles serolégicos consiste en el estudio,
de forma programada, de los posibles agentes etiolégicos de
un sindrome clinico, ya sea de uno en uno o simultanea-
mente (econémicamente més caro aunque mas rapido y,
probablemente, mas efectiva desde el punto de vista cli-
nico). Generalmente hay niveles que se ejecutan progre-
sivamente segun los resultados obtenidos en el nivel
anterior. En cada etapa del examen de una muestra los
resultados se deben interpretar con miras a escoger la
prueba mas rapida y fiable para la etapa siguiente. Este
método de optimizacion del trabajo mejora el rendimien-
to del laboratorio al excluir o incluir determinaciones que
el clinico habia solicitado o no, respectivamente. Esta
filosofia de trabajo supone una organizacién especial del
laboratorio y una comunicacién fluida con el clinico, que
contribuyen a reducir costes'®. Esta politica de optimiza-
cion debe incluir, también, ciertas actuaciones como “no
realizar determinaciones en liquido cefalorraquideo
antes de los estudios en suero”, “no hacer serologia de
hepatitis en sujetos con enzimas hepaticos normales”,
etc. Cada laboratorio podra utilizar los perfiles de traba-

jo que mas demanda y rendimiento tengan. De esta
forma la peticién de la prueba se ha de entender como
una forma de didlogo que se inicia cuando surgié6 el pro-
blema infeccioso por el que el clinico competente plantea
problemas al laboratorio. Si el problema esta bien plan-
teado, la respuesta del laboratorio encaja en la pregunta.
E1 microbiélogo hara lo que tiene que hacer y no lo que el
clinico quiere que haga, lo que por desgracia no coincide
siempre.

Fase postanalitica de interpretacion de resultado

La computarizacién facilita la lectura e interpretacion
de los resultados obtenidos, senalando aquellos positivos
o con comportamiento atipico, y reduciendo los posibles
errores. La informatica mejora la calidad del informe y
reduce los costes. Su elaboracion puede o no formar parte
del mas amplio subsistema que abarca todos los labora-
torios de andlisis y éste, a su vez, formar parte del siste-
ma informaético del hospital!®!6. En el control de la fase
postanalitica se deben distinguir los elementos del infor-
me en elaboracién y los que se incluiran en la historia del
enfermo (tabla 1).

Elementos del informe en elaboracién

Todos los datos del control de calidad se deben revisar,
firmar por el supervisor o director del laboratorio y guar-
dar, al menos, durante dos afnos en un lugar facilmente
accesible para su posterior revisién en caso necesario,
siempre cumpliendo la legislacién sobre proteccion de
datos del enfermo. Cuando los datos excedan el limite
de tolerancia permitido se ha de indentificar el problema
y documentar la accién correctora aplicada, anotando las

TABLA 6. Limitaciones de las pruebas que no utilizan anticuerpos marcados

Prueba | Control de calidad basico

Limitaciones

Precipitacion
Aglutinacién directa
Latex para detectar Ac
Latex para detectar Ag
Hemaglutinacion

Control P/N/PL/ diluyente
Control P(10 UI) /N/ diluyente
Control P/N/ latex

Similar al anterior

Similar al anterior

Fijacion del complemento Control P/N. Acitividad anti-C” de suero, Agy
tampon. Control de hematies. Estdndares

de hemolisis

La hemoglobina interfiere. Falsos negativos

Falsos negativos y positivos

No sustituye al cultivo de LCR; tratar el suero

Falso negativo

Falso negativo

No estudios epidemiolégicos. Estandarizacién. Titular
el C’ frente hemolisina y el Ag frente Ac.
El C’ es termolabil (-70° c¢/4%c)

P: positivo; N: negativo; PL: positivo limite; Ac: anticuerpo ; Ag: antigeno; LCR: liquido cefalorraquideo; C’: complemento.

TABLA 7. Limitaciones de las pruebas que utilizan anticuerpos marcados

Prueba | Control de calidad basico | Limitaciones
IFI Control P /PL (2 diluciones por arriba y Falsos positivos: anticuerpos totales, subjetividad,
una por abajo)/ N/PBS autofluorescencia, suciedad, anticuerpos
antinucleares, contaminacién entre pocillos, lectura
precoz, falso negativo, microscopio
ELISA para Control P/N/Tampén Evitar contacto de cromégeno con partes metalicas o
detectar Ac hipoclorito. Anticuerpos heteréfilos pueden interferir
con los EIA en sandwich. Requiere infraestructura.
Posibilidades de separacién entre Ag y Ac
ELISA para Control P/N Falso negativo por escaso Ag o formando ICC
detectar Ag (disociarlos)
Immunoblot Control P/PL/N Caro. Puede ser complejo de interpretar. No usar
para cribado
Inmunocromatografia Control P/N Falsos negativos

P: positivo; N: negativo; PL: positivo limite. Ac: anticuerpo; Ag: antigeno. ICC: inmunocomplejos. EIA y ELISA: enzimoinmunoanélisis;

IFI: inmunofluorescencia indirecta, PBS: phosphate buffer saline.
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personas implicadas en la incidencia. Estos datos sélo
deben estar a disposicién de personal autorizado. Los
resultados dudosos requieren la repeticiéon del ensayo y
no se debe informar el resultado hasta que no se esté
seguro del mismo. Si persiste, la interpretacion depende-
ra de la prueba empleada (asi los ensayos de avidez de
IgG permiten discriminar multiples situaciones atipi-
cas)'’, de la posibilidad de obtener una nueva muestra y
de la situacién clinica del sujeto.

Elementos del informe en la historia del enfermo

El control de los elementos del informe en la historia
del enfermo incluye la revisién completa de los datos del
enfermo y resultados antes de que sea emitido desde el
laboratorio. La informacién emitida se puede hacer por
teléfono (cuando el resultado es critico para el cuidado del
enfermo o se trata de informacién relativa a un agente
altamente infeccioso, si bien se debe hacer de una mane-
ra muy restringida) o por escrito (de forma preliminar, en
las primeras 24-48 horas de la recepcion de la muestra, o
definitivo). Siempre se debe tener en cuenta que los infor-
mes no definitivos pueden inducir a problemas y consu-
men mas tiempo. Todos los informes deben contener
datos del enfermo relativos a la filiacién, nombre del
laboratorio y del facultativo, fecha de entrada y salida
del informe, nombre de la prueba realizada y resultados
obtenidos, incluyendo los valores normales numéricos.
En determinadas ocasiones, si procede, se ampliara el
informe con informacién interpretativa acerca de los
resultados obtenidos, de la prueba empleada o sobre la re-
cogida o transporte inadecuado de las muestras. Si se
detecta un error en un informe emitido es necesario con-
tactar con el médico, informarle de que le fue emitido un
resultado erréneo y enviar uno nuevo correcto en el que
se refleje que incluye una informacién corregida. No se
debe eliminar el resultado erréneo de nuestra ficha del
enfermo para que conste en posteriores controles. Para
detectar errores es necesario revisar los informes y con-
trolar los resultados inusuales con sistemas de deteccion
de los mismos. A nivel de laboratorio son precisas las reu-
niones diarias para comentar los hechos mas relevantes
acaecidos, y semanales para informar de los problemas,
solicitar sugerencias y realizar los cambios potenciales.

En resumen, podriamos decir que el control de la cali-
dad implica una accién que, inicialmente, puede ser
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molesta pero, a cambio, se convierte en nuestro mejor
aliado para superar los problemas del trabajo diario.
Ademas, los costes que ocasiona la falta de calidad en los
resultados nos obligan a tener que instaurarla en nuestro
trabajo diario.
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