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Siglas y Abreviaturas

CDC: Centro de Control de Enfermedades

CEC: Control Externo de la Calidad
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Sabemos que afortunadamente nuestras autoridades de salud han hecho mdltiples
esfuerzos para contrarrestar los efectos nocivos generados por la epidemia del dengue,
pero a pesar de ellos la ser prevalencia por este virus es elevada. Y se incrementa ain mas
la preocupacion por este virus debido a la aparicion de otros patdgenos tales como
Chikungunya y Zika. sin embargo eso no nos debe de llevar a tener una actitud pasiva
ante la silente epidemia del dengue a nivel mundial, que bueno que existen personas que
se inspiran a estudiar cada dia mas sobre este tema, sin escatimar esfuerzos que en un
futuro van a propiciar beneficios para la poblacion nicaragiiense y para el Sistema de

salud publica.

Hablar de infeccién por virus como el dengue deberia ser la base material de estudio de
eleccion en la mayoria de investigaciones en salud que se hagan en nuestro pais, sean
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sean azotados de una forma tal, que no podamos controlarlo o no estemos preparados para

intervenciones eficaces en salud para este flagelo.
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Resumen

El presente estudio surgid debido a la necesidad de buscar un método que hiciera posible realizar
el control externo de la calidad en el area de serologia de dengue en todas las unidades de salud
del pais que tienen capacidad instalada para la realizacion del diagnéstico seroldgico de dengue.
Hasta el afio 2016 el Centro Nacional de Diagndstico y Referencia procesa el 10% de las muestras
negativas y el 100% de las muestras positivas como control externo de la calidad en dengue.

Esto implica costos muy elevados ya que se debe utilizar; logistica para el transporte de las
muestras, produccién de reactivos, insumos de laboratorio, equipos de laboratorio, asignacion de

mayor cantidad de personal, instalaciones adecuadas de laboratorio etc.

En serologia de VIH implementaron el uso de la muestra seca en tubo para el control externo de
la calidad para el diagndstico de VIH utilizando pruebas rapidas, y los resultados obtenidos fueron

satisfactorios.

Se decidio probar si la muestra seca en tubo era viable para ser utilizada en serologia de dengue
para el control de la calidad. Se prepar6 la muestra seca en tubo siguiendo los mismos
procedimientos aplicados en el area de serologia de VIH en donde ya se implement6 el uso de la
MST para control externo de las pruebas rapidas de VIH. Luego se incubaron tanto las muestras
positivas como las negativas a tres diferentes temperaturas (4 — 8 ° C, temperatura ambiente y a

37 ° C), durante diferentes periodos de tiempo (10 dias, 20 dias y 30 dias).

Los resultados obtenidos fueron: Que las muestras a temperatura de 4 — 8 °C y a temperatura
ambiente mantuvieron su positivad y negatividad en los tres diferentes periodos de tiempo, todo
lo contrario con las muestras incubas a 37 °C. Cabe sefialar que las densidades épticas que
evidencian muestras caracteristicas positivas y negativas fueron las que se procesaron a los 10

dias.

Otro resultado relevante de la investigacion fue: lograr verificar que el uso de la muestra seca en
tubo fue estable a los diez dias después de ser preparadas las muestras. Por lo que se
concluye que si es factible utilizar la muestra seca en tubo para el control externo de la

calidad de dengue.
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1. Introduccion:

El dengue es una infeccion virica transmitida por la picadura de las hembras infectadas
de mosquitos del género Aedes. Es una enfermedad similar a la gripe que afecta a
lactantes, nifios pequefios y adultos. Los sintomas aparecen 3—14 dias (promedio de 47
dias) después de la picadura infectiva. Existen cuatro serotipos de virus del dengue (DEN
1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4). Predomina mas en los climas tropicales y subtropicales de

todo el planeta, sobre todo en las zonas urbanas y semiurbanas.

Esta presente en unos 120 paises del mundo, en el tropico y el subtropico, pudiendo asi
afectar a la salud de méas de 2.500 millones de personas que viven en ellos, ya sea en

zonas urbanas y periurbanas o rurales.

La incidencia anual se estima en unos 40 millones de personas, con unas 500.000
hospitalizaciones por dengue hemorragico o shock del dengue. ElI 90% de los casos
generales se dieron en menores de 15 afios. La tasa promedio de mortalidad es del 5%,

con unas 24.000 muertes anuales por esta enfermedad y sus complicaciones.

El mayor brote notificado hasta la fecha ocurri6 en Vietnam en 1987, durante el cual se
notificaron aproximadamente unos 370.000 casos. En el afio 2016 Nicaragua acumula
1,127 casos de dengue y ocho muertes por esa enfermedad, informd el Ministerio de
Salud (MINSA).

Tomando en cuenta los resultados observados de la muestra seca en tubo (MST) en el
control externo de VIH, se decidié probar la MST para el control externo de la calidad en

serologia de dengue.

En serologia de VIH implementaron el uso de la muestra seca en tubo para el control
externo de la calidad para el diagnostico de VIH utilizando pruebas rapidas, y los

resultados obtenidos fueron satisfactorios.



2. Antecedentes

En el periodo de 1996 al 2001 se distribuyeron y procesaron cuatro controles externos de
la calidad del diagnostico seroldgico del dengue en la Region de las Américas. En el que
se realizaron controles externos de la calidad del diagndstico serolégico del dengue en
1996-1997, 1998-1999, 1999-2000 y 2000-2001. Paneles compuestos por 20 sueros (12
de estos positivos a anticuerpos IgM contra el dengue) fueron enviados a laboratorios de
la Regidn para que participaran en los controles realizados. RESULTADQOS: Un total de
27 laboratorios recibi6 59 paneles de sueros de 1996 a 2001, y se recibieron los resultados
del andlisis de 54 de esos paneles (91,5 por ciento). De 1 080 sueros (20 X 54), 95.6 por
ciento coincidieron con el laboratorio de referencia en cuanto a los resultados de la
deteccion de anticuerpos IgM contra el dengue. Ademas, en 47 paneles (87 por ciento) la
coincidencia con el laboratorio de referencia se observé en 90 por ciento de las muestras
del panel o més. De los 27 paneles para los cuales se recibieron los resultados de los
titulos de anticuerpos IgG contra el dengue, 22 (81.5 por ciento) coincidieron con el
centro de referencia. Tomando en conjunto los cuatro controles realizados, 22
laboratorios coincidieron con el centro de referencia en 90 por ciento de las muestras o
mas y 13 en 100 por ciento de las muestras en cuanto a la presencia de IgM. Los resultados
indican que la mayoria de los laboratorios participantes mostraron un excelente
desempefio en la deteccion de anticuerpos IgG e IgM contra el dengue. (Guzman M.,
1996-2001)

En el afio 2010 Chin-Yih Ou comprueba la utilidad de la muestra seca en tubo para
elaborar paneles de proficiencia para el control externo de la calidad en el diagnostico de
VIH. Los resultados de este estudio fueron los siguientes: Se evalué un panel de 303
muestras secas en tubo (MST) (135 positivos para el VIH y 168 negativos para el VIH)
con dos pruebas rapidas. La sensibilidad y la especificidad con la prueba de Determinar
VIH-1/2 fueron de 99,3% y 99,4%, respectivamente, y con OraQuick fueron de 98,5% y
100%, respectivamente. Los estudios de estabilidad mostraron que los anticuerpos
especificos del VIH en los especimenes de muestra seca en tubo (MST) eran estables a 4
grados C y 25 grados C durante 4 semanas, con una disminucién sélo marginal a 37
grados C y 45 grados C durante 4 semanas. El programa de aptitud (PT) basado en MST
fue probado con éxito en 24 sitios de pruebas en Kenia. Los resultados demuestran que la



MST es un método practico simple de usar para preparar y distribuir paneles (PT) y
muestras de control de calidad para monitorear las practicas de prueba del VIH (Bharat
S. Parekha, 2010).

En los paises apoyados por PEPFAR se desarrollaron capacitaciones al personal de
laboratorio para elaborar paneles de proficiencia utilizando la muestra seca en tubo
(MST). Posteriormente el CDC de Atlanta sugirié que en cada pais se hiciera un piloto

para constatar la utilidad del método.

En Nicaragua se efectud el piloto en Octubre del afio 2013, donde participaron 13
unidades de salud del SILAIS Managua y los resultados fueron satisfactorios. En afio
2015 y 2016 se efectuaron la segunda y tercera ronda de control externo de la calidad en
pruebas rapidas de VIH usando la MST, en ambas rondas ya se incluyeron las 27
principales unidades de salud del SILAIS Managua Yy los resultados obtenidos fueron

Optimos en cuanto a la concordancia (Ampie O., 2016).

En el area de serologia de VIH del CNDR se implementd el uso de la muestra seca en
tubo (MST) para producir paneles de proficiencia para el control externo de la calidad de
las pruebas rapidas de VIH. Los cuales fueron analizados y se obtuvieron resultados
satisfactorios. Posteriormente se decidio distribuirlos y probarlos en diferentes unidades
de salud del SILAIS Managuay a la fecha se han realizado 3 rondas. Y los resultados han
sido excelentes. Este tipo de muestra después de ser preparada es estable durante un mes
a temperatura ambiente, esto hace posible prescindir de la cadena de frio y tener muestras
Optimas para ser procesadas en un mes como maximo. Los resultados obtenidos en las
tres rondas efectuadas en las unidades de salud del SILAIS Managua, realizando control
externo de la calidad usando muestra seca en tubo para pruebas rapidas de VIH se detallan
a continuacion: En la Ronda 1 (VIH01-13) se obtuvo una concordancia del 86.66% y de
un 13.33% de insatisfactorios. En la ronda 2 para la evaluacion de la calidad externa
utilizando los paneles de Proficiencia determinaron que la concordancia en la ronda
VIH02-15 fue de un 100%. En la Ronda No. 3 (VIH03-16) La evaluacion de la calidad
externa en los paneles de Proficiencia determinaron que los valores concordantes
constituyeron un 83.33% y para los no concordantes fue de 2.38%. y no reportados a
tiempo un 14.28% (Ampie O., 2016).



3. Justificacion:

El control externo de la calidad en las diferentes pruebas diagnosticas siempre ha sido un
reto por razones tales como: Utilizacion de diferentes técnicas, muchos centros haciendo
pruebas, no estandarizacion de los procedimientos, falta de documentacion, tipos de
muestras utilizadas, resistencia al cambio, capacitacion y actitud del personal.

Por todo lo antes mencionado los sistemas de gestion de la calidad han hecho grandes
esfuerzos por implementar sistemas de control de la calidad con la finalidad de llevar
resultados de pruebas de laboratorio confiables a todos los usuarios.

Para realizar el control externo de la calidad en dengue en Nicaragua como en la mayoria
de los paises de Latinoamérica se ha estado utilizando suero o plasma lo que significaba
mantener una cadena de frio estable para lograr preservar los especimenes en buen estado,
pero esto requiere de incurrir en muchos gastos y en ocasiones las muestras no llegaban

en estado 6ptimo a su destino. Ademas hay riesgo de derrames y riesgo bioldgico.

En el Centro Nacional de Diagndstico y Referencia en pro de mantener y promover la
emisién de resultados confiables y de calidad a todos los pacientes que demandan o
requieren un diagndstico de dengue, ha implementado el procesamiento del 10 % de todas
las muestras negativas y el 100% de todas las muestras positivas. Pero para poder
mantener esta metodologia de control de calidad se incurre en altos costos que implican:
Produccion de muchos kit de pruebas, demanda de congeladores para almacenamiento de
las muestras, equipos de laboratorio y personal capacitado. Por los motivos antes
expuestos es que es de sumo interés probar que los paneles de proficiencia haciendo uso
de la técnica de muestra seca en tubo son funcionales para realizar el control el control
externo de la calidad, con la finalidad de promover se cambie la metodologia que
actualmente esta establecida, lo cual permitird ademas de hacer el proceso de control
externo de la calidad en las diferentes unidades de salud disminuir los costos de forma

considerable.

Por todo lo antes expuesto el principal objetivo de esta investigacidn radica en demostrar

que la muestra seca en tubo (MST) es estable a temperatura ambiente, de ser asi existira



la posibilidad de cambiar el sistema o la metodologia para efectuar el control externo de

la calidad en dengue a nivel de todas las unidades de salud que realizan pruebas para el

diagndstico serolégico de dengue.

El aporte cientifico de este estudio consiste en comprobar y demostrar que la muestra seca

en tubo es viable en costo — beneficio para implementar el control externo de la calidad

de dengue en Nicaragua. Si las autoridades deciden y aprueban implementar la MST para

la EEC en dengue los beneficiarios serian:

El Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR) porque: no tendra que
preparar las cantidades de reactivo de ELISA de captura de IgM dengue para
procesar las grandes cantidades de muestras que ingresan para control de calidad
procedentes de los diferentes SILAIS, los analistas del CNDR no tendran que
procesar tanta cantidad de muestras para evaluar la calidad, no sera necesario
contar con grandes espacios para el almacenamiento de las muestras de control de
calidad, se estard evaluando de manera periodica la exactitud, precision y
confiabilidad de los resultados que emiten los laboratorios que procesan dengue,
de acuerdo al rendimiento que tengan todos los laboratorios al CNDR le sera

posible aplicar medidas preventivas y correctivas en caso de ser necesario.

Los laboratorios de referencia de los SILAIS en Nicaragua: No tendran que estar
enviando tantas cantidades de muestras para el control de la calidad, evitaran el
almacenamiento de muestras que guardan para control de calidad, evitaran estar
embalando muestras y preparando documentacidn para enviar los especimenes
para la EEC.

Usuarios: Si el método de la MST se implementa de manera periddica se lograra
monitorear la calidad de los resultados que estan siendo emitidos a la poblacion.

De tal manera que se comprobara la calidad de los mismos.



4. Planteamiento del problema:

El Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR Minsa) procesa anualmente
grandes cantidades de muestras procedentes de las unidades de salud del SILAIS
Managua, inclusive de las empresas medicas previsionales para el diagndstico de dengue.
El diagnostico seroldgico se realiza con una técnica de ELISA de IgM de captura de
dengue, el cual es producido en el CNDR, esto implica muchos gastos porque ademas de
procesar las muestras de Managua se debe abastecer a los centros de referencia de 11
SILAIS del pais que procesan dengue. Lo antes mencionado demanda de mucha carga de

trabajo y de gasto de muchos insumos para producir los reactivos.

Ademas es de imperante necesidad asegurar y garantizar la calidad de los resultados que
emiten los centros de referencia, es por esa razon que todos los laboratorios que procesan
dengue tienen que enviar al CNDR el 10 % de los negativos que procesan y el 100% de
los positivos a dengue. Esta situacion genera una serie de inconvenientes tales como:
Producir mas reactivos, almacenar muchas muestras en el CNDR, mas carga de trabajo

para quienes procesan las muestras de control de calidad.

Con la finalidad de disminuir el gasto de reactivos, el desgaste del personal y mantener
un control externo de la calidad en dengue se ha considerado demostrar que los paneles
de proficiencia utilizando muestra seca en tubo sean viables. Si esto queda demostrado
sera de mucho provecho el implementar una EEC con la MST para sustituir el sistema
que actualmente esté establecido.

¢Cual es la estabilidad de los paneles de proficiencia para el control de calidad externo de
Dengue utilizando muestra seca en tubo, en el Centro Nacional de Diagnostico y
Referencia en el periodo comprendido de Julio a Diciembre del 20167

Hipatesis

Se mantendran estables la musetra seca en tubo a temperatura de 4 a 8°C, a temperatura

ambiente y a 37°C a los 10 dias, a los 20 dias y a los 30 dias de incubacion.



5. Objetivo General:

Demostrar la estabilidad de los paneles de proficiencia para el control de calidad externo

de Dengue utilizando muestra seca en tubo, en el Centro Nacional de Diagnostico y

Referencia en el periodo comprendido de Julio a Diciembre del 2016.

Objetivos especificos:

Enumerar las etapas para la elaboracion de los Paneles de Proficiencia para el
control externo de la calidad de dengue.

Comparar los resultados obtenidos de los pool de muestras frescas versus muestra
seca en tubo por el método de ELISA de captura de IgM para el diagnostico de
dengue.

Verificar la estabilidad de la muestra seca en tubo en diferentes periodos de tiempo
y a diferentes temperaturas, por medio del método de ELISA de captura de IgM

dengue.



6. Marco teorico

El dengue es una infeccion virica transmitida por la picadura de las hembras infectadas
de mosquitos del género Aedes. Es una enfermedad similar a la gripe que afecta a
lactantes, nifios pequefios y adultos. Los sintomas aparecen 3—-14 dias (promedio de 47
dias) después de la picadura infectiva. Existen cuatro serotipos de virus del dengue (DEN
1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4). Predomina més en los climas tropicales y subtropicales de
todo el planeta, sobre todo en las zonas urbanas y semiurbanas (Anonimo, 2016).

Los sintomas son: fiebre elevada (40C°) acompafiada de dolor de cabeza muy intenso,
dolor detras de los globos oculares, dolores musculares y articulares, nauseas, vomitos,

agrandamiento de ganglios linfaticos o sarpullido.

El dengue grave es una complicacion potencialmente mortal porque cursa con
extravasacion de plasma, acumulacion de liquidos, dificultad respiratoria, hemorragias

graves o falla organica.

No hay existe ningln tratamiento especifico para el dengue ni el dengue grave, pero la
deteccion oportuna y el acceso a la asistencia médica adecuada disminuyen las tasas de

mortalidad por debajo del 1%.

El dengue esta presente en unos 120 paises del mundo, en el trépico y el sub-tropico,
pudiendo asi afectar la salud de méas de 2.500 millones de personas que viven en ellos, ya

sea en zonas urbanas, periurbanas o rurales (Anonimo, 2016).

La incidencia anual se estima en unos 40 millones de personas, con unas 500.000
hospitalizaciones por dengue hemorragico o shock del dengue. ElI 90% de los casos
generales se dieron en menores de 15 afios. La tasa promedio de mortalidad es del 5%,

con unas 24.000 muertes anuales por esta enfermedad y sus complicaciones.

El mayor brote notificado hasta la fecha ocurri6é en Vietnam en 1987, durante el cual se

notificaron aproximadamente unos 370.000 casos.

El dengue es endémico en Africa Subsahariana, en Sudamérica Tropical, Centroamérica,

el Asia Suroriental y el Sureste Asiatico (India, Bangladesh, Pakistan y Sri Lanka).



Es importante destacar que el n° de casos esta aumentando y ademas se esta extendiendo
anuevas areas, donde da lugar a epidemias de tipo explosivo. Antes de 1970, solo 9 paises
habian sufrido epidemias de dengue grave. Sin embargo, ahora la enfermedad es
endémica en mas de 100 paises y en las ultimas 5 décadas su incidencia ha aumentado en

30 veces. Esta situacion se explica por la interaccion de muchos factores:

e Elcrecimiento de la poblacion y la urbanizacion incontrolada, sobre todo en paises
tropicales en vias de desarrollo, lo que da lugar ain deterioro de los sistemas de
higiene municipales.

e La falta de control eficaz de las poblaciones de mosquitos en zonas endémicas.

e El aumento de los viajes en avion, que facilita el trasporte del virus entre paises.

El empeoramiento general, por falta de recursos, de las estructuras de Salud Publica de

muchos paises en los dltimos 30 afios.

En los ultimos afios se han registrado epidemias de dengue y/o dengue hemorragico. En
Latinoamérica, region en la que esta aumentando particularmente la incidencia. Durante
el afio 2010 se han registrado brotes de dengue en varios paises de la region, con un
namero total de casos que han superado los datos historicos registrados. Se notificaron
méas de 1,6 millones de casos, de los cuales 49.000 correspondian a formas graves,

falleciendo mas de 1000 personas.

Los paises con brotes registrados fueron Bolivia, Brasil, Colombia, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, México, Per(, Puerto Rico, Republica Dominicana, Venezuela y

otros paises y territorios en el Caribe Inglés y francés. (Anonimo, 2016)

6.1. LA FAMILIA DE NORMAS ISO 9000:2000

Los trabajos de la Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO) concluyen en
acuerdos internacionales que son publicados con la forma de Normas internacionales. Se
entiende por Norma aquellos acuerdos documentados que contienen especificaciones
técnicas u otros criterios precisos, destinados a ser utilizados sistematicamente como
reglas, directrices o definiciones de caracteristicas para asegurar que los materiales,

procesos y servicios sean aptos para su empleo.



La familia 1ISO 9000 constituye un conjunto coherente de normas y directrices sobre
gestion de la calidad que se han elaborado para asistir a las organizaciones, de todo tipo
y tamafio, en la implementacion y la operacion de sistemas de gestion de la calidad (SGC)

eficaces. Esta familia la forman:

e La Norma ISO 9000: Sistemas de gestion de la calidad — Fundamentos y
vocabulario.

e LaNorma ISO 9001: Sistemas de gestion de la calidad — Requisitos.

e LaNorma ISO 9004: Sistemas de gestion de la calidad — Directrices para la mejora
continua del desempefio.

e La Norma ISO 19011: Directrices para la auditoria medioambiental y de la

calidad.

En la familia 1SO 9000 se utiliza el término organizacion para designar un conjunto de
personas e instalaciones con una disposicion de responsabilidades, autoridades y
relaciones. Esto incluye denominaciones como compafiia, corporacion, organizacion,
fundacion, organismo, asociacion, o una parte o combinacion de ellas (Sistema de Gestion
de la Calidad segtn 1SO 9001:2000, 2005).

La norma internacional ISO 9001 especifica los requisitos para los SGC, genéricos y
aplicables a organizaciones de cualquier sector econémico e industrial con independencia
de la categoria del producto/servicio. Son complementarios a los requisitos del
producto/servicio, que pueden ser especificados por los clientes, por la propia

organizacion o por disposiciones reglamentarias.

ISO 9001 especifica los requisitos para un SGC eficaz en el cumplimiento de las
especificaciones del cliente y es la base para que, en su caso, una tercera parte (ajena a la
organizacion y al cliente) pueda certificar que el SGC es conforme a los requisitos de
dicha norma. En cambio, 1ISO 9004 proporciona una orientacion sobre un rango mas
amplio de objetivos de un SGC y no tiene por objeto ser utilizada con fines contractuales
o de certificacion, sino servir de guia para aquellas organizaciones que deseen ir mas alla
de los requisitos de 1SO 9001, persiguiendo la mejora continua del desempefio y la
eficiencia globales de la organizacion. El grafico anterior ilustra la relacion entre estas

dos normas.



Para obtener la certificacion (a veces llamada registro de organizacion) la organizacion
debe someterse a una auditoria. Existen tres tipos de auditorias. Las auditorias de primera
parte son realizadas con fines internos por la organizacion, o en su nombre. Las auditorias
de segunda parte son realizadas por los clientes de una organizacion o por otras personas
en nombre del cliente. Las auditorias de tercera parte son realizadas por organizaciones
externas independientes, usualmente acreditadas (ENAC es el organismo de acreditacion
espafiol), que proporcionan la certificacion o registro de conformidad con los requisitos
contenidos en normas tales como la ISO 9001 o la ISO 14001 (Sistema de Gestion de la
Calidad segun 1SO 9001:2000, 2005).

Aunque se ha alineado con ISO 14001:1996, con la finalidad de aumentar la
compatibilidad de las dos normas, ISO 9001 no incluye requisitos especificos de otros
sistemas de gestion, tales como aquellos particulares para la gestion medioambiental,

gestion de la seguridad, gestion financiera o gestion de riesgos.

6.2. CONCEPTOS BASICOS UTILIZADOS POR ISO 9000:2000

Se entiende por gestion de la calidad el conjunto de actividades coordinadas para dirigir
y controlar una organizacion en lo relativo a la calidad. Generalmente incluye el
establecimiento de la politica de la calidad y los objetivos de la calidad, asi como la

planificacion, el control, el aseguramiento y la mejora de la calidad.

Politica de la calidad es la expresion formal por la Direccion de las intenciones globales
y orientacion de una organizacion relativa a la calidad. Lo que se ambiciona o pretende
en relacién con la calidad son los objetivos de la calidad. La politica de la calidad y los
objetivos de la calidad determinan los resultados deseados y ayudan a la organizacion a
aplicar sus recursos para alcanzar dichos resultados. El logro de los objetivos de la calidad
puede tener un impacto positivo sobre la calidad del producto/servicio, la eficacia
operativa y el desempefio financiero y, en consecuencia, sobre la satisfaccién y confianza
de las partes interesadas (Sistema de Gestion de la Calidad segun ISO 9001:2000, 2005).

Direccion es la persona o grupo de personas que dirigen y controlan al mas alto nivel de

una organizacién. Cliente es la organizacion o persona que recibe un producto/servicio.



Proveedor es la organizacion o persona que proporciona un producto/servicio. Tanto los
proveedores como los clientes pueden ser internos o externos a la organizacién. Parte
interesada es cualquier persona 0 grupo que tenga un interes en el desempefio o éxito de

una organizacion (clientes, propietarios, bancos, sindicatos, proveedores, socios,...).

La norma utiliza la expresion producto para designar el resultado de un proceso. ISO 9000
considera cuatro categorias genéricas de productos: servicios (transporte) software
(aplicaciones informaticas, informacion) hardware (partes mecanicas, elementos

tangibles).

Los servicios, generalmente, son intangibles y su prestacion puede implicar, por ejemplo:

Una actividad realizada sobre un producto tangible suministrado por el cliente
(almacenaje, reparacion de vehiculo)

e Una actividad realizada sobre un producto intangible suministrado por el cliente
e (declaracion necesaria para la devolucién de impuestos)

e La entrega de un producto intangible (informacion)

e La creacion de un ambiente para el cliente (salas de espera para viajeros)

Definir la calidad de un servicio resulta méas subjetivo e impreciso que definir la calidad
de un producto. El producto tangible existe antes de entregarlo al cliente y se puede
inspeccionar y medir sus variables, mientras que el servicio se produce y entrega en el
mismo acto, por lo que debe prestarse con la calidad requerida sin posibilidad de
sustitucion. Como la belleza, la calidad de un servicio “depende del color del cristal con
el que se mira” (Sistema de Gestion de la Calidad segun ISO 9001:2000, 2005).

Los clientes necesitan productos/servicios con caracteristicas que satisfagan sus
necesidades y expectativas. Estas necesidades y expectativas se expresan en la
especificacion del producto/servicio y son generalmente denominadas como requisitos

del cliente.



Los requisitos son las necesidades o expectativas establecidas por las partes interesadas,
las obligatorias o las que se consideran implicitas por habito o préactica comun para la
organizacion, sus clientes o partes interesadas. La satisfaccion del cliente depende de la

percepcion de éste sobre el grado en que se han cumplido sus requisitos.

Los requisitos para los productos/servicios y, en algunos casos, los procesos asociados
pueden estar contenidos en, por ejemplo: especificaciones técnicas, normas de
producto/servicio, normas de proceso, acuerdos contractuales y requisitos reglamentarios.
En cualquier caso, es finalmente el cliente quien determina la aceptabilidad del

producto/servicio.

ISO 9000 define eficacia como la extensién en la que se realizan las actividades
planificadas y se alcanzan los resultados planificados y reserva el concepto de eficiencia
para la relacion entre el resultado alcanzado y los recursos utilizados. Dado que las
necesidades y expectativas de los clientes son crecientes y debido a las presiones
competitivas y a los avances técnicos, las organizaciones deben mejorar continuamente

sus productos/servicios y los procesos para producirlos.

Para 1SO 9000, proceso es un conjunto de actividades mutuamente relacionadas o que
interacttan, las cuales transforman elementos de entrada en resultados con un valor
afiadido (expresa lo que hay que hacer y para quién). En cambio, el procedimiento es la
forma especificada por la organizacion para llevar a cabo una actividad o un proceso
(determina como hay que hacerlo). Puede estar documentado o no.

ElI SGC (sistema de gestion de la calidad) es aquella parte del sistema de gestion enfocada
a dirigir y controlar una organizacion en relaciéon con la calidad. Un enfoque para
desarrollar e implementar un SGC (0 para mantener y mejorar uno ya existente)

comprende diferentes etapas tales como:

e Determinar las necesidades y expectativas de los clientes y de otras partes
Interesadas.

e Establecer la politica y objetivos de la calidad de la organizacion;

e Determinar procesos Yy responsabilidades necesarias para lograr los objetivos de

la calidad.



e Determinar y proporcionar los recursos necesarios para lograr los objetivos de la
e Calidad.

e Establecer los métodos para medir la eficacia y eficiencia de cada proceso.

e Aplicar estas medidas para determinar la eficacia y eficiencia de cada proceso.

e Determinar los medios para prevenir no conformidades y eliminar sus causas.

6.3. LAESTRUCTURA DE ISO 9001:2000

ISO 9001 especifica los requisitos para un SGC, cuando una organizacion: Necesita
demostrar su capacidad para prestar de forma coherente servicios que satisfagan los
requisitos del cliente y los reglamentarios aplicables, y aspira a aumentar la satisfaccion
del cliente a traves de la aplicacion eficaz del sistema, incluidos los procesos para la
mejora continua del sistema y el aseguramiento de la conformidad con los requisitos del

cliente y los reglamentarios aplicables.

Todos los requisitos de 1ISO 9001 son genéricos y se pretende gque sean aplicables a todas
las organizaciones sin importar su tipo, tamafio y producto suministrado. Solo permite
exclusiones de requisitos del capitulo 7 (“Prestacion del servicio”) que no resulten
aplicables, debido a la naturaleza de la organizacion y de su servicio, si tales exclusiones
no afectan a la capacidad o responsabilidad de la organizacidn para proporcionar servicios

que cumplan con los requisitos del cliente y los reglamentarios aplicables.

En relacién con los procesos, 1ISO 9001:2000 establece que la organizacién debe:

e Identificar y concretar como se ordenan y se interrelacionan los procesos
necesarios para el SGC.

e Determinar los criterios y métodos necesarios para asegurarse de que la operacion
y el control de estos procesos sean eficaces,

e Asegurarse de la disponibilidad de recursos e informacion necesarios para apoyar
la operacion y el seguimiento de los procesos,

e Realizar el sequimiento, la medicion y el analisis de estos procesos, e

e Implementar las acciones necesarias para lograr los resultados planificados y la

mejora continua de estos procesos.



Para cumplir con estos requisitos, deberemos cerciorarnos de que las actividades
correspondientes han sido incorporadas al SGC. Ademaés, es recomendable que los
procesos del SGC estén definidos documentalmente (por ejemplo diagrama de flujo, ficha
de proceso, etc.) y tener métodos apropiados (por ejemplo indicadores) que permitan

hacer su seguimiento y medicion.

Deberia entenderse que el SGC ha de incluir como minimo los procesos de prestacion de
los servicios de Transporte contemplados en el capitulo 7 de 1SO 9001:2000 (salvo las

exclusiones permitidas):

e Proceso de planificacion.

e Proceso relacionado con el cliente.
e Proceso de disefio y desarrollo.

e Proceso de compras.

e Proceso de prestacion del servicio.

e Proceso de control de los dispositivos de seguimiento y medicion.

También es conveniente identificar otros procesos como, por ejemplo:

e Revision por la Direccion.

e Auditorias internas.

e Accidn correctiva y preventiva.

e Seguimiento de la satisfaccion del cliente.

e Analisis de datos, etc.

6.3.1. REQUISITOS DE LA DOCUMENTACION

La documentacion permite la comunicacién del propdsito y la coherencia de la accion.
Su utilizacion contribuye a lograr la conformidad con los requisitos del cliente, a proveer
la formacion apropiada sobre el SGC, a hacer posible la repetibilidad y la trazabilidad, a
proporcionar evidencias objetivas y a evaluar la eficacia y la adecuacion continua del

SGC. Puede estar en cualquier formato o tipo de soporte y su extension depende de cada



organizacion, segun su tamafio, complejidad de los procesos e interacciones, competencia
del personal, etc (Sistema de Gestion de la Calidad segin 1SO 9001:2000, 2005).

El control de los documentos (internos y externos) consiste basicamente en asegurarse de
que los documentos que se encuentran en uso son adecuados y aprobados. Es necesario
que este procedimiento documentado describa como se ejerce el control de los
documentos. Es aconsejable evitar medidas complejas de actualizacion y recuperacion.

La norma exige que la informacion esté al dia, pero no especifica como ha de hacerse.
Aprovechando la flexibilidad que permite este apartado, es aconsejable adoptar los

métodos mas sencillos y practicos para evitar burocracia y costos innecesarios.

Antes de ser emitidos, los documentos deberian ser revisados y aprobados por la persona
apropiada para comprobar que sean idoneos para el fin que persiguen. Lo mismo ha de

ocurrir con los cambios que sufran los documentos controlados.

Se debe precisar durante cuanto tiempo sera necesario conservar cada tipo de registros,
donde se ubicardn y como deshacerse de ellos. En algunos casos, el periodo de
conservacion viene determinado por requisitos legales o reglamentarios, por requisitos
financieros, por posibles demandas de responsabilidad civil o por especificaciones de los

clientes.

El archivo de los registros puede realizarse en cualquier formato que sea apropiado (por
ejemplo, en copia impresa o electrénica). EI almacenamiento tendré que ser el adecuado
para el soporte y deberia ser tal que el riesgo de deterioro, desperfecto o pérdida se
redujese al minimo. Resulta uatil decidir quién tiene acceso a los registros y con qué
facilidad ha de ser posible disponer de éstos (Sistema de Gestidn de la Calidad segun 1SO
9001:2000, 2005)

6.4. Programa de garantia de la calidad

6.4.1.  Principios generales

e EIl programa de GC debera abarcar todos los aspectos de las actividades del

laboratorio que pueden influir en la calidad de su produccion.



e No existe ningin programa "universal” de GC, adecuado para todos los
laboratorios. La importancia concedida a cada uno de los aspectos de la GC sera
indicativa del trabajo y los objetivos del laboratorio.

e Si se pretende que el personal aplique un programa de GC, es necesario que

participe en su elaboracion.

6.4.2. Definicién y ambito de aplicacion

El programa de garantia de la calidad -también denominado en ocasiones "sistema de
calidad"- puede definirse como un mecanismo destinado a garantizar que los datos
producidos por un laboratorio sean de la méxima calidad. Como se explicé anteriormente,
la "méxima calidad" no tiene por qué estar relacionada con la superioridad analitica y la
complejidad técnica, con un equipo que incorpore los Ultimos adelantos o con una
exactitud, precision o limites de deteccion extraordinarios; significa tan solo que los datos
son plenamente fiables e idéneos para el fin al que estan destinados, que se presentan
oportunamente y que tienen un costo aceptable. La garantia de haber conseguido esa
calidad se basa en la confianza en que todas las operaciones del laboratorio se llevan a
cabo del modo previsto, y que, si hace falta, existe la documentacion necesaria para llevar

a cabo una nueva evaluacion (FAO, 1989).

El &mbito de aplicacion del sistema de garantia de la calidad ha de determinarse de modo

que, cuando se notifiquen nuevos datos, pueda confiarse en que:

e No se han puesto en peligro la identidad e integridad de la muestra.

e Elanalisis ha sido realizado por un miembro del personal capacitado para realizar
esta tarea.

e El equipo y los métodos utilizados son adecuados y funcionan correctamente.

e El laboratorio puede demostrar su capacidad para producir datos validos de ese

tipo.

La formula adoptada para cumplir estos requisitos basicos puede y debe variar de un
laboratorio a otro. Cada laboratorio (0 grupo de laboratorios) cumple requisitos
diferentes, estd sometido a condiciones de organizacion diferentes, se enfrenta a

limitaciones diferentes y ha de tener un programa de gestion de calidad (GC) que tenga



en cuenta estos factores. No existe un programa de GC universalmente adecuado, pero en
la practica muchos programas tienen ciertos elementos fundamentales en comun, como
por ejemplo: la aplicacion de métodos validados; el uso de procedimientos operativos
estandar (POE) en el laboratorio; la calibracion y trazabilidad de las mediciones (incluido
el uso de materiales de referencia certificados, cuando pueden conseguirse); la evaluacién
externa del rendimiento (FAO, 1989).

6.4.3. Preparacion

El programa de GC abarca pues un &mbito mucho mas amplio que el proceso de analisis,
por importante que éste sea. Comprende todo lo que sucede en el laboratorio que puede
influir en la "calidad" de los datos. El corolario de esto es que la garantia de la calidad
afecta a todos los que trabajan en el laboratorio; si desempefian un papel en el
funcionamiento del laboratorio, el programa de garantia de la calidad se refiere también
a lo que hacen, y a si lo hacen correctamente. Todo miembro del personal debe

e Tener claro lo que se espera que haga.
e Saber cdmo hacerlo.

e Poder demostrar que lo ha hecho correctamente.

La documentacién es pues uno de los aspectos principales de un programa de GC: cada
miembro del personal que ha realizado un determinado trabajo debe poder demostrar que
habia recibido la capacitacion necesaria, que el equipo y los materiales que ha utilizado
estaban en buen estado, que el método aplicado era apropiado para el fin al que estaba
destinado y ha producido resultados fiables y que se han seguido unos procedimientos
operativos estdndar. Es importante que todos los miembros del personal participen de
algin modo en la preparacion de la documentacién que afecta a su propio trabajo.

El programa de GC afecta a todo el personal, y por consiguiente, para que tenga éxito
cada uno de sus miembros ha de sentirse participe en el disefio del programa, ha de
comprender por qué se ha introducido y ha de empefiarse en llevarlo a buen término
(FAO, 1989).



6.5. Sistema de Gestion de la Calidad en Laboratorios Clinicos I1ISO 15189

La norma 1SO 15189:2012 contiene todos los requisitos que los LABORATORIOS
CLINICOS QUE ANALIZAN MUESTRAS BIOLOGICAS DE ORIGEN HUMANO,

tienen que cumplir para demostrar que (Sanchez L., 2016):

e Disponen de un sistema de gestion de la calidad.
e Son técnicamente competentes.

e Son capaces de producir resultados técnicamente validos.

ISO 15189 fue elaborada por el Comité Técnico ISO/TC 212 (Clinical Laboratory Testing
and In Vitro Diagnostic Systems) tomando como referencia las normas ISO / IEC 17025
e ISO 9001.

Se divide en dos partes, la parte de gestion correspondiente a los requisitos para la
certificacion del sistema de calidad y la parte técnica que describe los requisitos para el
personal, instalaciones, equipos, procedimientos, garantia de calidad e informes. Es en
esta ultima parte donde més se diferencia de la Norma en la que se basa, la Norma 1SO
9001:2008.

La Norma ademas tiene dos anexos a nivel informativo, uno referente a las
recomendaciones para la proteccion de los sistemas de informacién del laboratorio y otro
sobre la ética en el laboratorio clinico. Esta norma acredita y demuestra de manera
objetiva e independiente el compromiso de un laboratorio con la calidad y con la
competencia técnica. Se demuestra asi, una garantia sobre el funcionamiento del
laboratorio, un control sobre sus procesos, asi como capacidad para satisfacer los
requisitos técnicos necesarios para asegurar una informacion vital para el diagnéstico
clinico. (Sanchez L., 2016).

6.5.1. Principales requisitos

e Personal cualificado, imprescindible para un servicio de calidad.



e Equipos de laboratorio, reactivos y material fungible, insumos criticos para la
realizacion del trabajo diario en un laboratorio, luego su gestion es clave para la
optimizacion de procesos y obtencidn de la méxima calidad en el servicio ofrecido.

e Control sobre los procesos clave de un laboratorio clinico: procesos pre analiticos,
analiticos y pos analiticos.

e EIl pensamiento basado en el riesgo, como un elemento dinamizador del enfoque
a procesos.

e Adecuada gestion y notificacion de informacion sensible para los pacientes.

e Comunicacion de valores criticos para asegurar la seguridad del paciente.

6.5.2. Ventajas para la organizacion

e Reduccion de riesgos, pues permite al laboratorio determinar si esta realizando su
trabajo correctamente.

e Compromiso de todo el personal del laboratorio con el cumplimiento de los
requisitos de los clientes/pacientes.

e Las evaluaciones periodicas del organismo de acreditacion le proporcionan un
punto de referencia para mantener la competencia con otros laboratorios clinicos.

e Mejora continua del sistema de gestidn del laboratorio.

e Desarrollo continuo de las competencias del personal a través de planes de
formacion y de la evaluacion de la eficacia de los mismos.

e Mejora de la imagen e incremento de la confianza y satisfaccion de los
clientes/pacientes.

e Acceso a Administraciones Publicas, debido al reconocimiento contrastado y
acreditado.

e Incremento de la productividad y eficacia del laboratorio.

6.5.3. Ventajas para los clientes

Las ventajas de una gestion correcta de todos los procesos del Laboratorio Clinico,
ademas de repercutir positivamente en el propio Laboratorio, tiene consecuencias

positivas en:



e Laprestacion y optimizacion de otros servicios sanitarios, ya que se conseguirian
evitar ingresos innecesarios.

e Se agiliza el proceso de las altas médicas y en general mejoraria la asistencia
primaria y hospitalaria.

e Enfatiza el servicio total del laboratorio clinico: asesoramiento clinico, tiempo de
espera, costo etc.

e Mayor enfoque en seguridad del paciente e informe de resultados.

e Se consideran las necesidades éticas y de informacién (comunicacion) de los

laboratorios clinicos al paciente. (Advisors, 2012)

6.6. Muestras secas en tubo (MST):

Una solucion simple y costo-eficaz para los programas de pruebas de competencia para

controlar y mejorar la calidad de las pruebas en los paises apoyados por el PEPFAR.

* En los paises apoyados por el PEPFAR se llevaran a cabo millones de pruebas
rapidas del VIH.
» Miles de centros de pruebas, varios miles de personas procesando pruebas rapidas
(sin ser personal del laboratorio).
» Garantizar la calidad de las pruebas rapidas del VIH continda siendo un gran
desafio
» Hasta ahora los principales avances son:
— Capacitacion
— La EEC usando repeticion de pruebas (10 % de DBS recogidas en los

centros de pruebas)

Método de PC alternativo: Introduccién a la técnica de muestras secas en tubo
(MST)

La técnica de «muestras secas en tubo» (0 «dried tube specimens»), un nuevo concepto
en el laboratorio del CDC, ofrece una alternativa préactica para el programa de PC Una
idea simple y brillante - Chin-Yih Ou! porque las pruebas de deteccion del VIH se han

expandido rapidamente en todo el mundo, pero los programas de pruebas de aptitud (PT)



para supervisar y mejorar la calidad de las pruebas a menudo carecen de escenarios con
recursos limitados (RLS). Los programas PT tradicionales y los reactivos de control de
calidad utilizan muestras de suero o plasma que requieren condiciones rigurosas para el
almacenamiento y el transporte. La idea brillante de Chin-Yih Ou fue desarrollar un
enfoque novedoso, sencillo y facil de usar, basado en muestra seca en tubo (MST), que
permitiera ayudar a monitorear la calidad de la prueba de anticuerpos del VIH en
escenarios con recursos limitados. El programa PT basado en MST fue probado con éxito
en 24 sitios de pruebas en Kenia. Los resultados demuestran que la MST es un método
practico simple de usar para preparar y distribuir paneles PT y muestras de control de
calidad para monitorear las practicas de prueba del VVIH en lugares con recursos limitados
(Bharat S. Parekha, 2010).

6.6.1. Promover un sistema nacional de calidad para el diagnostico de

dengue implicara:

Designacion de un gerente nacional de calidad, que de hecho ya existe y funciona en el
Centro Nacional de Diagnostico y Referencia, ademas debe implementarse el sistema de
gestion de la calidad integrado por: Bioanalistas, Microbidlogos, oficiales de la calidad y

auditores.

Extender la aplicabilidad del sistema de calidad utilizando la muestra seca en tubo
involucrando a toda la red de laboratorios que procesan muestras para el diagnostico de

dengue en el pais.

La formacion y la constante capacitacion del personal que procese los paneles de

proficiencia usando muestra seca en tubo deberan incluir:

e Introduccion a buenas préacticas de laboratorio.

e Conocimiento y aplicacion correcta de las practicas de bioseguridad.

e Dominio de la técnica para procesar paneles de proficiencia que contienen
muestra seca en tubo.

e Apego estricto a las instrucciones establecidas en el instructivo que acompana el
panel de MST.

e Manejo adecuado de la documentacion que incluye; Procedimientos operativos

estandar, protocolos de trabajo, y formato de reporte de los resultados.



e Desarrollo éptimo de las fases; pre analitica, analitica y post analitica.

e Procesar el panel en el tiempo indicado y reportar los resultados en tiempo y forma.

e Exigir al CNDR el informe de los resultados obtenidos.

e Buena comunicacion y relaciones interpersonales con los clientes internos y
externos.

e Disponibilidad para la solucién de problemas.

e Evaluacion periddica de las competencias del personal que procesa los paneles de
MST para dengue.

e Supervision sistematica de procesos y de documentacion utilizada en la red

diagnostica de dengue.

6.7. Controles internos
El proceso de control se refiere al control de las actividades empleadas en el manejo y

analisis de las muestras, con el fin de asegurar resultados precisos y fiables. Se clasifica

en tres etapas (Mineco, 2012):

e Fase pre analitica — Manejo de muestras
e Fase analitica — Controles de calidad

e Fase pos analitica — Revision de resultados

Control de calidad consiste en analisis de sustancias con parametros conocidos (material
de control) junto con las muestras de pacientes, para supervisar la exactitud y la precision
del método realizado. El propésito fundamental es detectar y corregir errores debido a
fallos en el equipo, condiciones ambientales o mal desempefio del operador, antes de

reportar los resultados a los pacientes (Handbook, 2011)

6.7.1. Tipos de controles internos

Control de Calidad Internos (CClI, CC, QC o0 1QC)

Para pruebas cuantitativas: miden la cantidad de una sustancia particular en la muestra,
por ejemplo en; quimica clinica, Hematologia, hormonas, algunos ELISA, ademas en
determinacion de carga viral y conteo de CD4. Los controles de calidad para pruebas
cuantitativas estan disefiados para asegurar que los resultados del paciente son exactos y

precisos.



Los pasos para la implementacion son los siguientes: Establecer politicas y
procedimientos, asignar responsabilidades, seleccionar controles de alta calidad,
establecer rangos de control, desarrollar graficas de Levy-Jennings, monitorear resultados
(reglas de Westgard), desarrollar procedimientos para acciones correctivas y registrar
todas las acciones tomadas. Los factores a tomar en cuenta cuando se van a procesar
controles cuantitativos internos: dar el mismo tratamiento que a las muestras, correr
siempre despueés de calibracion de equipos o cambios en el método, establecer rutina de

corridas (diario vs semanal) y no usar calibradores como controles (Handbook, 2011).
Las caracteristicas de los materiales de control para pruebas cuantitativas:

Deben cubrir los valores de decisién médica, matriz similar a la muestra, Ideales en gran
cantidad, idealmente suficiente para 1 afio, se pueden almacenar en alicuotas. Pueden ser
obtenidos; comercialmente, a través de muestras conocidas u obtenidos de otro

laboratorio de referencia.

Para pruebas cualitativas y semi-cuantitativas: Miden la presencia o ausencia de
cierta caracteristica, produciendo un resultado no numérico como por ejemplo;

Observaciones microscopicas, deteccion de Ac o Ag y procedimientos microbioldgicos.

Tipos de controles cualitativas y semi-cuantitativas: Controles incorporados en el
dispositivo, controles que mimetizan muestras (tradicionales) y cepas referencia
(Handbook, 2011).

e Loscontroles Incorporados vienen integrados en el dispositivo de la prueba, son
realizados automéaticamente cuando se realiza cada determinacion, la ausencia de
banda o punto invalidan el resultado y la presencia de banda asegura que el
procedimiento se realiz6 correctamente. Estos controles incorporados aseguran
ciertos aspectos del desempefio de la prueba tales como; Integridad de la
membrana de nitrocelulosa, volumen y tipo de muestra, almacenamiento correcto,
vencimiento de las pruebas. La mayoria no evalUan el proceso entero porque no
evallan; sensibilidad analitica y diagndstica, especificidad analitica y diagnostica,
y la confusion de muestras.

e Los controles tradicionales: son materiales con reactividad conocida, mimetizan
muestra de paciente, aseguran la integridad de toda la prueba. Siempre es



recomendable usar control negativo y positivo de preferencia incluir controles con
resultado levemente positivo (cercanos al cut-off).

Elementos de un programa de control de calidad

Independientemente del tipo de andlisis realizado, los pasos para implementacion y
mantenimiento de un programa de control de calidad incluyen: Establecer politicas y
procedimientos escritos que incluyan acciones correctivas, capacitacion continua,

documentacion completa y analisis de resultados de control de calidad.

6.8. Evaluacion externa de la calidad

Los objetivos de un programa de evaluacion externa de la calidad consisten en: conocer
los diferentes tipos de evaluacion externa, presentar la muestra seca en tubo (MST) como
una alternativa al Programa de evaluacién externa de la calidad (PEEC), revisar los
distintos analisis que pueden hacerse cuando se implementa un PEEC y consensuar el rol
de los encargados del programa de evaluacion externa de la calidad de los laboratorios

que seran evaluados periédicamente (Handbook, 2011).

La evaluacion externa de la calidad (EEC) describe métodos que permiten la comparacion
de pruebas de laboratorio por una fuente externa a este, puede implementarse y
desarrollarse de las siguientes maneras: evaluacién en el sitio o supervision directa,

re-andlisis, intercambio de muestras y utilizando paneles de competencia/proficiencia.

La EEC permite la comparacion del desempefio y los resultados entre diferentes sitios,
provee alertas tempranas sobre errores sistematicos asociados al kit o a los
procedimientos, indica &areas que necesitan mejora e identifica necesidades de

capacitacion.

La evaluacion externa de la calidad se puede implementar de las siguientes formas
(Handbook, 2011):
e Supervision directa: en el que un equipo del laboratorio evaluador visita
periodicamente al laboratorio evaluado. Permite obtener una mejor imagen de las
practicas de laboratorio, y debe ser capacitante, ademas requiere de una

sistematizacion, movilizacién y recursos humanos.



e EEC-RE-analysis: El laboratorio evaluado envia un porcentaje de sus muestras
al laboratorio evaluador, 10 % negativas y 100 % positivas o envio por lotes
segun % de positividad. Cominmente usado en microscopia, implica costo,

tiempo y solo evalua el resultado final, pero no evalla el proceso.

e EEC - Intercambio de muestras: Normalmente se reserva para analisis
especializados para los que no se dispone de ensayo de aptitud analitica. Este
método lo utilizan laboratorios muy especializados o sofisticados, por ejemplo
donde se realiza medicion de plaguicidas, andlisis fisicoquimicos de aguas,

alimentos e industria farmacéutica.

e EEC - Paneles de competencia: Un proveedor externo envia muestras
desconocidas para su analisis a un grupo de laboratorios, y los resultados son
analizados, comparados y enviados a estos. Posee varias ventajas entre las que se
pueden mencionar: tiempo menor vs Re-analisis, se puede disefiar de tal modo
que evalle varias etapas del proceso, diferentes metodologias o sea pueden
utilizarse o prepararse con diferentes tipos de muestras tales como: sueros,
muestra seca en papel filtro (DBS) y muestra seca en tubo (MST). La muestra
seca en tubo es una modalidad que disefio CDC para el control externo de la

calidad en pruebas rapidas de VIH y esta siendo probado con otros analitos.

El panel se utiliza para evaluar como realiza el laboratorio las pruebas de los pacientes,
por tanto no deben tratarse de manera diferente a cualquier otra muestra analizada y se
debe procesar junto con otras muestras que se le haran las pruebas sin darle atencién
especial (Handbook, 2011).

La muestra seca en tubo (MST) es un concepto desarrollado en el centro para el control
y prevencion de enfermedades (CDC), para ofrecer una alternativa préctica para el

programa de pruebas de aptitudes (PT).

La preparacion de estos la MST requiere la utilizacibn de muestras que sean
verdaderamente positivas y negativas, pueden usarse muestras provenientes de bancos

de sangre o muestras recolectadas de pacientes con resultados conocidos (ética).



6.8.1. Caracterizacion de las muestras para paneles de MST

e Se debe correr todas las pruebas de VIH disponibles para asegurar que las

muestras son verdaderas positivas y negativas.
e De preferencia, utilizar muestras altamente positivas para producir paneles.

e Las muestras que dan origen a los paneles, solo deben ser caracterizadas una vez,
pudiéndose guardar alicuotas para futuras rondas sin necesidad de volver a

caracterizar.
e Documentacion recomendada a ser utilizada en los paneles de MST

e Certificado de inscripcion en Programa de Evaluacion Externa de la Calidad
(PEEC) (solo una vez)

e Caracterizacion de muestras

e Cronograma de Rondas

e Instrucciones de reconstitucion

e Registro de resultados

e Retro-alimentacion

e Certificado de aprobacion (por ronda)

Ventajas de la muestra seca en tubo (MST)

e Féciles de preparar

e Estables a temperatura ambiente

e Considerados como material NO infeccioso (transporte)
¢ Relativo bajo costo.

e Puede ser usado también como C.C.

e Relativa facilidad de descentralizacion

Implementacion del programa de EEC utilizando MST

e Capacitacion a todos los profesionales de laboratorio que realizan las pruebas

diagndsticas



Distribucion periddica de los paneles PT, estd recomendado realizar al menos
2 rondas por afio

Reporte de los resultados del PT (Maximo una semana)

Reporte de retroalimentacion a los sitios de prueba en un periodo de tiempo
determinado (No mas de 15 dias)

Implementacion de acciones correctivas en los sitios de prueba con resultados
de los paneles de PT insatisfactorios (ejemplo, llamadas telefonicas, visita al
sitio/re-capacitacion, email)

Taller de 1 dia al afio para diseminacién



7. Diseflo Metodoldgico

Tipo de estudio:

Descriptivo de corte transversal.

Area de estudio:

Centro Nacional de Diagnostico y Referencia.

Universo y muestra.

Universo: muestras recibidas, procedentes de los diferentes SILAIS que procesan
muestras para el diagnostico de dengue y que envian muestras para control de calidad al
Centro Nacional de Diagnostico y Referencia. La seroteca de estas muestras almacenadas
en el CNDR es menor a 10,000 ya que solamente se almacenan las positivas y en
determinados periodos se descartan las muestras negativas. Para el propoésito de
elaboracion de los pool de muestras negativas y positivas se hizo una seleccion aleatoria
por conveniencia, donde se incluyeron 220 muestras negativas y 326 muestras positivas.
Se incluyeron la cantidad de muestras negativas y positivas tomando en cuenta los valores
de densidad Optica que evidenciaran que las muestras fueran verdaderas positiva y

negativas.

Segun el procedimiento para la elaboracidn de los paneles de proficiencia usando muestra
seca en tubo no establece incluir para cada pool una determinada cantidad de muestras.

Esto implica que se puede optar por incluir desde 5 a mas muestras, lo que si debe tomarse
en cuenta es que dichas muestras estén libres de determinados analitos que puedan generar
una reactividad cruzada. A las muestras seleccionadas para elaborar los pool se les
proceso: VIH, hepatitis A, B y C, Sifilis, leptospira y aunque cuando estas muestras
ingresaron al CNDR no habia aun presencia de Chikungunya y Zika, pero se les hicieron

estas pruebas. Los resultados de todas estas pruebas para los pool fueron negativos.

Por lo antes mencionado se trata de demostrar que para la elaboracién de los paneles de
proficiencia, no es necesario calcular la muestra aplicando la formula para universo de
muestras menor o mayor a 10,000 segun corresponda. A pesar de ello se trato de preparar

los pool incluyendo una cantidad de muestras elevada. Finalmente se prepar6 un pool de



muestras negativas conteniendo 130 ml. Y el pool de muestras positivas tuvo un volumen
de 139 ml.

Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia.

Criterios de Inclusién

Fase pre analitica

Muestras de la seroteca de serologia de dengue y que ingresaron al CNDR como
parte de control de calidad procedentes de los diferentes SILAIS del pais.
Cantidad de espécimen suficiente, equivalente a 1 ml 0 mas.

Muestras libres de fibrina y de hemolisis.

Muestras preservadas de 4 — 8 °C

Muestras procesadas por ELISA de captura de IgM de dengue.

Que cada una de las muestras incluidas estén registradas en base de datos con su
respectivo resultado.

Muestras positivas con lecturas de absorbancias mayores a 1.00

Muestras negativas con lecturas de absorbancias entre 0.05y 0.1

Fase analitica

Atemperar muestras y reactivos antes de realizar el procedimiento.

Utilizar el mismo reactivo para ELISA de captura de IgM que se utiliz6 para
procesar las muestras seleccionadas.

Al momento de procesar las muestras seguir las instrucciones del procedimiento
operativo estandar de ELISA de captura de IgM, del area de serologia de dengue.
Verificar que los casos metalicos que se utilizan como cdmara humeda estén
hidratados.

Verificar que la temperatura de la incubadora este a 37°C.

Elaborar protocolo de trabajo antes de cada corrida de muestras.

Considerar los criterios de validacién de la técnica para emitir resultado.

Aplicar buenas practicas de laboratorio y respetar las medidas de bioseguridad.



Criterios de exclusion

e Cantidad insuficiente de muestra.
e Muestras hemolizadas o que contengan fibrina.
e Especimenes que no se preservaron segun temperaturas establecidas (4 — 8 °C).

e Muestras que no hayan sido analizadas previamente por serologia de dengue.

Método e instrumento de recoleccion

1. Materiales y Equipos

e Gradillas

e Cronometro

e Descartes

e Tirade microelisa de poliestireno fondo plano
e Lector de ELISA

e Pipetas automaticas de 0.5 a 10 pl
e Pipetas automaticas multicanal de 50 a 300 pl
e Pipeta automatica de 10 a 100 pl
e Pipeta automatica de 5a 50 pl

e Incubadora de 37°C

e Marcadores de punta fina

e Puntas de 1 a 200 pl

e Puntas0.5a10 pl

e Puntas de 200 a 1000 pl

e Tubos conicos de 15 mL

e Vialesde 1.5mL

e Crioviales fondo cénico de 1.5 pl
e Vortex

e Probetas de 100 mL

e Cabina de Bioseguridad clase 2

e Refrigeradorade 4 — 8°C

e Frasco con filtro de 1000 ml

e Bomba de vacio



Protocolos de trabajo
Papel absorbente

Impresora

e Papel bond tamario carta

2. Reactivos

Método

Inmunoglobulinas de carnero Anti-lgM humano

Antigeno del virus del Dengue (Den 1, Den 2, Den 3y Den 4)
Inmunoglobulina Anti-VD acopladas a la enzima peroxidasa de rabano.
Tetrametil bencidina (TMB)

Buffer carbonato-bicarbonato con pH 9.6

Solucion fosfato salina al 0.05 %

Suero Bovino

Buffer fosfato salina (PBS) pH 7.4

Tween 20

Suero control positivo alto

Suero control positivo bajo

Suero control negativo

Agua destilada

Acido Sulfarico 12.5%

Colorante Green Dai

Buffer fosfato salino con Tween 20, pH 7.4 marca SIGMA.

1. Pasos de la técnica de MST

e PLAN (Costo, suministros, personal, capacitacion)
e Recursos
1..1. Infraestructura de laboratorio
e Adquisicion de las muestras
1..1.  Adquisicién de las muestras y Caracterizacion del mayor
namero de las mismas (use tantas pruebas como sea posible
para asegurar un panel a prueba de fallos)
1..2.  Preparacion de la MST



e Empaquete
e Envie las muestras a los centros

e Revisién de los resultados

2. Preparacion e hidratacion de la muestra seca en tubo.

Consiste en caracterizar muestras positivas y negativas, de las muestras negativas y
positivas se procede a hacer pool de muestras negativas y positivas, a los pool se les
agrega colorante Green dai al 0.01%. Posteriormente se colocan 20 pl de pool (positivos
0 negativos) en crioviales de fondo conico y se dejan destapados durante toda la noche
preferiblemente en una cabina de bioseguridad. Al dia siguiente se verifica que la muestra
este seca y que el pellet sea observable en el fondo del vial, usando una pipeta Pasteur de
plastico afiadir 7 gotas de amortiguador a cada tubo (cada gota contiene 30 ul) si se cuenta
con pipetas automaticas se colocan 200 pl del buffer fosfato salino. Dejar los tubos en
posicién vertical a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente, dé unos
golpecillos en los viales, mezcle y realice las pruebas siguiendo el procedimiento
operativo estandar para el diagnostico seroldgico de dengue el cual consiste en el método
de captura de IgM de dengue. Aplicando todas las medidas de bioseguridad establecidas

y las buenas préacticas de laboratorio.

Para los estudios de estabilidad, multiples conjuntos de muestras secas en tubo se
prepararon utilizando un "panel de 4 miembros" (2 positivos y 2 negativos a dengue) y se
almaceno6 a 4 — 8 °C, 37° y a temperatura ambiente. Para evaluar la estabilidad de la
muestra seca en tubo, un conjunto a cada temperatura diferente se rehidrata en las
semanas 1, 2, 3y 4, pero en este estudio se rehidrato a los 10, 20 y 30 dias después de

preparada la MST.

La estabilidad de las muestras a las tres diferentes temperaturas y en tiempos diferentes
se evalud observando las densidades Opticas obtenidas en cada lectura y en cada una de
las muestras sujetas a estudio. Las muestras que mantuvieron valores de densidad Optica
cercanos o similares a los pool de muestra fresca original son las que se consideraron con

mayor estabilidad.

3. Determinacion de anticuerpos IgM-dengue por ELISA de Captura



Las tiras de poliestireno son sensibilizadas con Anti IgM humana producidas en
carnero a una concentracion proteica de 6.6ug/mL o 66 ul/10mL. Se adicionan

100ul por pozos.

Incubar a temperatura ambiente durante toda la noche.

Lavar 3 veces con PBS mas tween 20 al 0.05% (PBS-T) con 280 pl por pozos.
Secar la placa

Bloquear con BSA al 4%. Agregar 150 pl a cada pozo e incubar 1 hora a 37°C.
Descartar el BSA, secar la placa a 37°C por hora y media si esas no se utilizaran
inmediatamente.

Adicionar las muestras de suero y los controles diluidos 1/20 en PBS-T 0.1% en
un volumen total de 50 pl por pozos. Utilizar un control positivo bajo, un control
positivo alto y un control negativo por triplicado.

Incubar 30 minutos a 37°C en camara himeda.

Lavar 4veces con PBS-T 0.1% con 280ul por pozos.

Adicionar 50ul por pozo de la mezcla de antigeno (celular o de raton) de los 4
serotipos de Dengue diluidos en PBS-T 0.1%.

Incubar a 37°C por 60 minutos en camara humeda.

Lavar 4 veces, 280ul por pozo, con PBST (0.1%T)

Colocar 50 pl por pozo de la solucion de conjugado anti-DENGUE Peroxidasa.
Preparar previamente segun titulo indicado.

Incubar 30 minutos a 37°C en camara humeda.

Lavar 5 veces con PBS-T 0.1% 280ul por pozo.

Adicionar 50ul por pozo del sustrato TMB, listo para usar.

Incubar de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y protegido por la luz.

Detener la reaccion con 50 pl por pozos de Acido Sulfdrico.

Realizar la lectura de D.O a 450 nm con una longitud de onda diferencial de 630 nm.

Validez de la prueba: Para considerar valida la prueba realizada se debe cumplir con los

siguientes criterios:

a) Los valores de D.O de los controles negativos deben ser similares entre si para

realizar el calculo del VC, descartar aquel valor que se aleje del promedio de los

mimos.



b) Pararealizar el calculo del VC deben ser validos al menos dos valores D.O de los
controles negativos.

c) El valor D.O del control positivo Alto debe ser 5 veces més alto que el valor
promedio de los D.O de los controles negativos.

d) El valor D.O del control positivo Bajo debe ser mayor que el VC.

Disefo del instrumento

Para recopilar los datos se utilizo la base de datos de serologia de dengue, y lo se hizo fue
filtrar los codigos de las muestras negativas y positivas que cumplieran con las densidades
Opticas establecidas en los criterios de inclusion (negativas de 0.05 a 0.1 y positivas
mayores a 1), con la finalidad de seleccionar las muestras idoneas para la preparacion de
los pool de muestras caracterizadas positivas y negativas. Para el procesamiento de todas
las muestras en los diferentes momentos se utilizaron los protocolos de trabajo normados
en el area de serologia de dengue del departamento de Virologia del Centro Nacional de
Diagnostico y Referencia ademas se imprimieron los resultados de cada una de las

lecturas las cuales se adjuntaron a sus respectivos protocolos.

Procesamiento y andlisis de los datos

El procesamiento de los datos se realizd de forma digitalizada por medio de una
computadora; para la elaboracion del documento se utilizaron los programas Microsoft
Word para los textos, Microsoft Excel para la elaboracion de las tablas y gréaficas y

Microsoft Power point para la elaboracion de la presentacion visual.

Coordinacion

La coordinacién del estudio estuvo a cargo de nuestro tutor y responsable de area de
serologia de VIH del centro nacional de diagndstico y referencia CNDR-MINSA, MSc.
Felipe Torres Meneses quien nos sugirié el tema a desarrollar para la monografia y nos

apoyo0 brindandonos su incondicional apoyo para la elaboracion de nuestra monografia.



Recursos humanos

e Estudiantes de la carrera de microbiologia que realizan el estudio para su
monografia.

e Responsable del &rea de serologia de VIH en el departamento de
Virologia en el CNDR.

e Analistas del area de serologia de dengue y personal encargado de la
gestion de la calidad en el CNDR.

Recursos financieros:

Los recursos financieros necesarios para llevar a cabo esta investigacion fueron
suministrados por el Centro Nacional de Diagndstico y Referencia del Ministerio
de Salud (MINSA) y por el Instituto de Ciencias Sostenibles (SSI).

Variables

e Obijetivo 1: Seleccidén de muestras de la seroteca de control de calidad de dengue,
Caracterizacion de las muestras, Elaboracién de pool de muestra, Procesamiento
de cada uno de los pool, Preparacion de la muestra seca en tubo, Procesamiento
de la muestra seca en tubo.

e Objetivo 2: Positividad y negatividad a dengue en muestra fresca y en muestra
seca en tubo.

e Objetivo 3: Resultados de las muestras secas en tubos a los 10 dias, a los 20 dias
y a los 30 dias a tres diferentes temperaturas: a temperatura ambiente, de 2 — 8°C
y a 37°C.

Consideraciones éticas: Se abordo y se explicé el tema al Dr. Angel Balmaceda, director

del departamento de Virologia en el CNDR. Quien aprobo la realizacion de este estudio

en el departamento de Virologia y ademas lo considero de mucho interés ya que si los



resultados obtenidos eran satisfactorios se procederia a implementar los paneles de

proficiencia para el control externo de la calidad en dengue.

Se elabord una propuesta monografica donde se explica de forma breve el estudio del
tema y se entregd a las autoridades del Instituto Politécnico de la Salud con la finalidad

de obtener la aprobacién para proceder con la realizacién del trabajo monografico.

e Lainformacion fue manejada solamente por el investigador.

e Los datos del estudio seran utilizados solo para fines del mismo.

e El director del Departamento de Virologia del CNDR emiti6 una carta de
autorizacion para poder procesar las muestras.

e No se utilizaron nombres de los pacientes, solamente cddigos (todos fueron

anénimos).

Confidencialidad de los resultados:

Todos los datos e informacion seran estrictamente confidenciales respetando la
privacidad y apegados a las leyes vigentes para tal caso. Los datos seran guardados en
una computadora y papel s6lo para la evaluacion de los mismos. Estos estaran a cargo de
los investigadores principales y se archivaran por el tiempo que sea necesario para el

estudio, no serdn de acceso a nadie ajeno al estudio.

Potenciales riesgos:

Durante el procesamiento de las muestras se aplicaron las buenas practicas de laboratorio
y normas de bioseguridad establecidas. A pesar de ello se considera que se estuvo
expuesto a riesgo de una biocontaminacion, ya que la OMS establece que toda muestra

que se procesa en el area de laboratorio debe ser considerada potencialmente infeccios.



8. Analisis y discusion de
los Resultados



Graéfico 1: Caracterizacion de muestras negativas al virus del dengue procesadas por la técnica
de ELISA de Captura de IgM
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Fuente: Tabla No. 1

El total de muestras negativas obtenidas de la seroteca de dengue del CNDR — MINSA sumaron
un total de 220 y de estas 130 estan entre una densidad éptica (DO) de 0.05a 0.1

El gréfico de caracterizacion de muestras negativas para el virus del dengue, nos indica
la cantidad de muestras que fueron procesadas y sus respectivas DO; De las cuales 25 Mx
tiene DO entre 0.03 y 0.06, 70 entre 0.061 y 0.09, 35 entre 0.091 y 0.129 y 90 muestras
que tienen mas de 0.121 de DO.

Para preparar los paneles de proficiencia utilizando muestra seca en tubo (MST) se
requiere de muestras caracteristicamente negativas, es por ello que se incluyeron 220
muestras que tuvieran DO menor a 0.1. Las 220 muestras segun los valores de DO son
caracteristicas negativas. Pero se incluyeron las que tienen DO de 0.05 a 0.1, que suman

130, por los motivos a continuacion detallados:

1. Cuando se procesan muestras por el método de ELISA, es posible que se obtenga
un excesivo ruido de fondo, lo que produce la obtencion de DO bajas. Esto puede
suceder por las siguientes razones (Abyntek, 2015):

1.1.Cuando la solucion de lavado no es preparada con agua destilada adecuada.
1.2.Sustrato presenta color antes de afiadirlo a la placa (podria haber sufrido cierta

degradacion).



1.3.Solucion de lavado preparada con volumen de agua destilada y buffer
incorrectos.

1.4.La temperatura ambiente Optima se situa entre 18-25°C y asegurarse que la
incubadora esta en temperatura de 37°C.

1.5.Reactivos deben prepararse de manera correcta.

1.6.Los lavados hacerlos de forma correcta; la cantidad de lavados indicados en la
técnica y el volumen de la solucidn de lavado segun procedimientos
establecidos.

2. También cuando se obtienen DO demasiado bajas puede suceder por los motivos a

continuacion descritos (Abyntek, 2015):

2.1 Los reactivos y/o las placas no deben estar a una temperatura demasiado baja.

2.2 Sobrepasar el numero de ciclos de lavado

2.3 Respetar los tiempos de incubacién establecidos en el procedimiento operativo
estandar.

2.4 Cantidades de antigeno y/o anticuerpo utilizadas deben ser suficientes.

Gréfico 2: Caracterizacion de muestras positivas al virus del dengue procesadas por la
técnica de ELISA de Captura de IgM
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El gréfico de caracterizacion de muestras positivas para el virus del dengue, detalla la
cantidad de muestras que fueron procesadas y sus respectivas DO; De las cuales 85
Muestras tienen DO entre 0.3 y 0.5, 102 entre 0.51 y 0.9, 37 entre 0.91 y 1.2 y 102

muestras que tiene mas de 1.21 de DO.

Para preparar los paneles de proficiencia utilizando muestra seca en tubo (MST) se
requiere de muestras caracteriscamente positivas, es por ello que se incluyeron 326
muestras que tuvieran DO mayor a 0.3. Las 326 muestras segun los valores de DO son
caracteristicas positivas. Pero se incluyeron las que tienen DO mayor a 0.5 que suman
241.

Un valor de corte maximo segun la técnica de captura de IgM dengue podria ser de 0.3 y
se consideran verdaderas positivas todas aquellas muestras que estan con una densidad
Optica mayor al 10% del valor de corte. Y si se tuviera un valor de corte de 0.3 mas 10%

la DO de una muestra caracteristica positiva seria mayor a 0.33.

Para la preparacion de los paneles de proficiencia para control externo de la calidad de
dengue utilizando muestra seca en tubo, se establecidé que los caracteristicos positivos
tuviesen DO mayor a 0.5 porque es un valor de DO considerablemente alejado del valor
de corte y ademas es un valor que jamas sera admitido como si la muestra estuviese en

zona gris.

Graéfico 3: Comparacion de los resultados de los pool de muestras frescas caracterizadas

negativas y positivas a dengue versus muestra seca en tubo.

Comparacion de los resultados de los pool de muestras
frescas caracterizadas negativas y positivas a dengue
versus muestra seca en tubo.

1.2 1.1

0.97

0.8
0.6
0.4
0.2

Densidad Optica

0.055 0.052

Pool de Mx MST

m Positivo ® Negativo

Fuente: Tabla No. 3



En este grafico podemos observar que la muestra fresca del pool de positivas a dengue

presento una DO de 1.1 y la muestra seca en tubo (MST) presento una DO de 0.97.

En el caso de la muestra fresca del pool de negativas a dengue dieron una DO de 0.055 y
la MST dio 0.052. Se pudo observar que no hubo una variacion significativa en los valores
de DO en las muestras frescas y las muestras secas en tubo. Lo cual demostrd que la

muestra seca en tubo es estable 2 dias después de haber sido preparadas.

Estos resultados condujeron a considerar la posibilidad de que la muestra seca en tubo es
viable que sea utilizada para la preparacion de paneles de proficiencia para el control

externo de la calidad de dengue.

Gréfico 4: Muestra seca en tubo caracterizada como negativa a IgM dengue Procesadas
a tres diferentes temperaturas y en tres periodos de tiempo diferentes.
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El gréfico de la muestra seca en tubo caracterizadas como negativas a las tres diferentes
temperaturas, demostro que en los primeros 10 dias los resultados de las muestras que
estan a temperatura entre 4 — 8 °C y a temperatura ambiente tienen una densidad dptica
entre 0.110 y 0.150, en cambio a los 37°C se observé que poseen un valor de (0.160) y el
valor de corte de esa corrida fue de 0.267, lo que permitié evidenciar que la MST se

mantuvo con valores de DO caracteristicamente negativos.



A los 20 dias, se noté una disminucion drastica de las densidades épticas las cuales
oscilaron en valores de DO de 0.004 a 0.024, el valor de corte para esta corrida fue de
0.182. Esto nos hizo presumir que la MST a los 20 dias perdia estabilidad y por ende la

posibilidad de usar paneles de proficiencia después de los 10 dias.

A los 30 dias, las densidades oOpticas de la MST negativas, a las tres temperaturas se
incrementaron en relacion al periodo de los 20 dias, las DO oscilaron entre 0.034 a 0.055
con un valor de corte de 0.156. Se consideré que posiblemente haya habido
inconvenientes con el procesamiento de las muestras a los 20 dias de incubacion o bien
afecto los resultados algunos de los componentes del Kit utilizado, a pesar de que los

controles validaron la técnica.

Se estima que con este experimento las muestras mas viables para ser utilizadas para el
control externo de la calidad en dengue son las que se procesaron a los diez dias de
incubacion a temperatura ambiente y a temperatura de 4 — 8°C lo que implica que el
tiempo de estabilidad de la MST es de 10 dias, lo que indico que es conveniente utilizar
los paneles de proficiencia usando MST en un lapso de 5 a 10 dias después de haber sido

preparados los paneles.

Grafico 5: Muestra seca en tubo caracterizada como positiva a IgM dengue Procesadas

a tres diferentes temperaturas y en tres periodos de tiempo diferentes
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El gréafico de las muestra positiva (MST) a diferentes temperaturas, indica que en los
primeros 10 dias los resultados de la MST que estan a temperatura entre 4 - 8°C y a
temperatura ambiente tienen una densidad optica entre 1.13 — 1.19, en cambio a los 37°C
se observé que posee un valor de densidad optica de 0.48. El valor de corte de esa corrida
fue de 0.267.

A los 20 dias en las tres diferentes temperaturas, se observo una disminucion de los
valores de densidad dptica, lo cual orienta a que las muestras perdieron estabilidad en
cuanto a los titulos de anticuerpos IgM dengue.

En el periodo de los 30 dias, las densidades épticas a las tres temperaturas se
incrementaron en relacion al periodo de los 20 dias. Se considerd que posiblemente haya
habido inconvenientes con el procesamiento de las muestras a los 20 dias de incubacion
o0 bien afecto los resultados algunos de los componentes del kit utilizado, a pesar de que

los controles validaron la técnica.

Se estima que con este experimento las muestras mas viables para ser utilizadas para el
control externo de la calidad en dengue son las que se procesaron a los diez dias de
incubacion a temperatura ambiente y a temperatura de 4 — 8°C lo que implica que el
tiempo de estabilidad de la MST es de 10 dias, lo que indico que es conveniente utilizar
los paneles de proficiencia usando MST en un lapso de 5 a 10 dias después de haber sido

preparados los paneles.



9. Conclusiones

» Las diferentes etapas para la elaboracién de los paneles de proficiencia usando
muestra seca en tubo se desarrollaron de manera similar a las utilizadas para la

elaboracion de paneles de proficiencia usando MST en VIH.

» Los resultados de los pool de muestra fresca y muestra seca en tubo, procesados por
la técnica de ELISA de captura de IgM dengue arrojaron densidades Opticas
similares. Estos datos dieron lugar a poder proseguir con el experimento y ademas
orientaron a pensar que la MST utilizada para control externo de la calidad en VIH
puede también ser utilizada para el control externo de la calidad en serologia de

dengue.

» Las muestra seca en tubo positivas y negativas se procesaron a los diez, veinte y
treinta dias a las temperaturas de: 4 — 8 °C, temperatura ambiente y a 37 °C. Teniendo
como resultado que la MST procesada a los 10 dias a temperaturas de: 4 —8°C y a
temperatura ambiente las MST preservan la estabilidad ya que las negativas dieron
resultados verdaderos negativos y las positivas dieron resultados verdaderos

positivos.



10. Recomendaciones

Ministerio de Salud e instituciones involucradas.

» Documentar el procedimiento en el area de serologia de dengue (elaboracion de
procedimientos operativos estandar)

» Capacitar al personal de la red diagnostica de dengue en el procesamiento de los

paneles de proficiencia utilizando muestra seca en tubo.

» Realizar un piloto para verificar que los paneles de proficiencia usando muestra
seca en tubo son funcionales para realizar el control externo de la calidad en

dengue.

» Una vez comprobada la funcionabilidad de la MST, preparar al menos 4 paneles
al afio para ser distribuidos a todas las unidades de salud que procesan muestras

para el diagnéstico de dengue.

» Se sugiere implementar el uso de los paneles de proficiencia con MST lo mas
pronto posible para asi evitar los altos costos que conlleva el sistema de control

de calidad establecido hasta la fecha.
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12. Anexos



Anexo 1:

Tabla 1: Caracterizaciéon de muestras negativas para dengue

Densidades dpticas Cantidad de muestras procesadas por ELISA
de captura IgM dengue

0.03-0.06 25

0.061-0.09 70

0.091-0.120 35

0.121< 90

Fuente: Protocolo de trabajo

Tabla 2: Caracterizacidon de muestras positivas para dengue

Densidades dpticas Cantidad de muestras procesadas por ELISA de
captura IgM dengue
0.3-0.5 85
0.51-0.9 102
0.91-1.20 37
Mayor a 1.21 102
Fuente: Protocolo de trabajo
Tabla 3: Pool de muestras fresca versus muestra seca en tubo
Positivo Negativo
Pool de Muestra 1.1 0.055
fresca
MST 0.97 0.052

Fuente: Protocolo de trabaj

(o)



Tabla 4: Muestras seca en tubo caracterizadas como negativa a IgM dengue
Procesadas a tres diferentes temperaturas y en tres periodos de incubacién

diferentes
Dias de 4°C-8°C Temp. Amb. 37°C
incubacién
10 dias 0.110 0.150 0.160
20 dias 0.005 0.006 0.010
30 dias 0.034 0.041 0.037

Fuentes: Protocolo de trabajo

Tabla 5: Muestras seca en tubo caracterizadas como positiva a IgM dengue
Procesadas a tres diferentes temperaturas y en tres periodos de incubacién

diferentes

4°C-8°C Temp. Amb. 37°C
10 dias 1.19 1.13 0.48
20 dias 0.35 0.31 0.26
30 dias 0.65 0.38 0.04

Fuente: Protocolo de trabajo




Anexo 2: Operacionalizacion de las Variables

Variables Concepto Indicador Valores Criterios
Positiva: Densidad optica de la
. Niveles de Absorvancias| muestra mayor al valor de corte
Muestras previamente procesadas para : :
Muestra . . con la tecnica ELISA de Si-No
control de calidad en serologia de dengue. : : ,
captura IgM dengue | Negativa: Densidad optica de la
muestra menor al valor de corte
.. Densidad optica de la muestra
. i Positiva
Combinacion de todas las muestras positivas mayor al valor de corte ,
Pool de muestras . , , Si-No
0 negativas. . Densidad optica de la muestra
Negativa
menor al valor de corte
Positia Densidad optica de la muestra
Caracterizacion de | Determinar que los pool de muestras positivos mayor al valor de corte
los pooles de son realmente positivos y que los pool de Si- No
muestras muestras negativos son realmente negativos. Nectiva Densidad optica de la muestra
) menor al valor de corte
Alicuotas con 20 ul de Alicuotas incubadas a
muestra preparada | temperatura ambiente en cabina Si- No
positiva 0 negativa. de fiujo laminar,
Formacion dé boton de Visualizacion del botén de color :
muestra seca en el fondo Si- No
y , . verde en estado seco
Elaboracion de las muestras caracterizadas del criovial
Muestra seca en tubo| positivas y negativas agregandole 0.01% de | Hidratacion de muestra | Colocar 200ul de PBS-T0.1%
colorante Green dai seca en tubo positivay | Incubar durante 24 horas a Si- No
negativa temperatura ambiente
Densidad optica de la muestra .
_ Positiva
Procesamiento de las mayor al valor de corte
muestras ya hidratadas | Densidad optica de la muestra .
Negativa
menor al valor de corte
Muestra seca en tubo , . . 4-8°C ..
) Determinar positividad y negatividad en el . Positivo :
incubada a los 10 om0 Temperatura Ambiente Negzliio Si-No
dies P 37°C 0
Muestra seca en tubo . L . 4-8°C .
) Determinar positividad y negatividad en el . Positivo :
incubada a los 20 om0 Temperatura Ambiente Negzliio Si- No
dias P 371°C J
Muestra seca en tubo . . iy 4-8°C ..
. Determinar positividad y negatividad en el , Positivo :
incubada a los 30 . Temperatura Ambiente . Si- No
diss tiempo 37 Negativo




Anexo 3: Articulo del CDC referido a la elaboracidon dela muestra seca en tubo para
paneles de proficiencia en VIH.
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Anexo 4: Flujograma de pruebas de competencia

Proceso de pruebas de competencia
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Anexo 5: Preparacion de la muestra seca en tubo

Preparaciony pruebas con MST

1. Afiadir colorante verde al suero 2. Poner 20 pl de muestra/tubo
o plasma (conc.final 0.1%) (con 0,1% de colorante verde)

4. Tapar y almacenara
3. Dejar secar por la noche temperatura ambiente

a temperatura ambiente

€ golpecitos para mezclar y Dé golpecitos para mezclar y
uselo para realizar la prueba deje reposar Para la prueba: Afiadir 7 gotas (~ 200 pl) de
ripida del VIH o durante la noche o 2 horas PBS/Tween 20 (amortignador para PC)
inmunoanalisis para rehidratar

Anexo 6: Fase pre analitica, analitica y post analitica en el laboratorio

Complejidad de los laboratorios

m e
'_ | WHO, CLSI, CDC. (2011). Laboratory Quality Management System Handbook. France.



Anexo 7: Sistema de Gestion de la Calidad
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Anexo 8: Aseguramiento de la Calidad

MST (Muestra seca en tubo)



Anexo 9: Proceso grafico de la Evaluacion Externa de la Calidad
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Anexo 10: Confidencialidad al momento de participar en la EEC.
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Anexo 11:

Pool de muestra con colorante de Green dai al 0.1%

Boton de muestra seca con colorante Green dai en crioviales de fondo conico






