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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una parasitosis endémica del continente americano ocasionada
por el protozoario Trypanosoma cruzi. El diagndstico se basa principalmente en metodologias
serologicas como el Inmunoanalisis Quimioluminiscente de Microparticulas (CMIA), técnica
empleada en Costa Rica para el tamizaje de la enfermedad en las donaciones sanguineas. Para
ejercer un seguimiento continuo del desempefio de los bancos de sangre, se ha establecido el
ensayo de aptitud denominado Programa de Evaluacidn Externa del Desempefio del Tamizaje
de la Enfermedad de Chagas. El objetivo del presente trabajo consistio en evaluar los
pardmetros de homogeneidad y estabilidad del item de ensayo bajo el marco de la norma
INTE-ISO/IEC 17043:2010. Para ello se ejecutaron los disefios experimentales y métodos de
analisis indicados segun la norma INTE/ISO 13528:2016. Se determind que en términos
cuantitativos, existia heterogeneidad en los sueros evaluados y en una parte de los mismos, se
identificd una estabilidad insuficiente en cuanto al analito de interés que corresponde a
anticuerpos IgG anti T. cruzi. EI inmunoensayo ARCHITECT Chagas consiste en un método
de deteccion cualitativa con el cual no se detectaron cambios significativos de reactividad en
las muestras, por lo que se aceptaron los items de ensayo para el uso previsto de evaluacion
del desempefio de los participantes.
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COMO ITEM DE ENSAYO DEL PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DEL

DESEMPENO DEL TAMIZAJE DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

ABSTRACT

Chagas disease is an American continent endemic illness, caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi. Diagnosis is mainly based upon serologic methodologies such as
Chemiluminescent Microparticle Immunoassay (CMIA), which is employed in Costa Rica for
donated blood screening. In order to perform a continuous monitoring of blood banks
performance, the Chagas Disease Screening Evaluation Program proficiency test has been
established. The objective of the present investigation was to assess the homogeneity and
stability of proficiency test items according to INTE-ISO/IEC 17043:2010 standard. For that
purpose fulfillment, experimental designs and testing methods were carried out following
INTE/ISO 13528:2016 standard guidelines. In quantitative terms, it was determined that the
analyzed sera had some heterogeneity degree, as well as insufficient stability regarding the
analyte of interest which corresponds to IgG class anti-T. cruzi antibodies. Given the
qualitative nature of ARCHITECT Chagas immunoassay and the fact that the samples
demonstrated no significant reactivity changes, the proficiency test items were accepted as
suitable for evaluation of participant performance.
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l. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es endémica del continente americano
(BID/OPS/IDRC/CNZ, 2010) y constituye una amenaza para aproximadamente la cuarta
parte de la poblacion de América Latina. Esta parasitosis se encuentra estrechamente
relacionada con el desarrollo econémico y social (Ministerio de Salud, 2010), ya que afecta
principalmente a comunidades rurales y periurbanas que viven en condiciones de pobreza
(BID/OPS/IDRC/CNZ, 2011).

El agente etioldgico de esta enfermedad es el protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi,
este parasito se encuentra en el intestino de insectos triatominos hematéfagos infectados, por
lo que la transmision ocurre cuando las heces del vector entran en contacto con el sitio de la
picadura o con membranas mucosas. Otras formas de transmision corresponden a la de tipo
transfusional, tipo congénito y a través de trasplantes de 6rganos (Bern et al., 2011).

La infeccion produce inicialmente una manifestacion aguda, la cual incluye sintomas
variables como debilidad, cefalea, fiebre, dolor articular, nduseas, entre otros (Center for Food
Security & Public Health, 2017). Esta fase aguda se autolimita espontdneamente con el
alojamiento del protozoario en el sistema fagocitico mononuclear, sistema nervioso y
miocardio (Gutiérrez et al., 2007), tras lo cual el individuo infectado pasa a ser asintomatico
por un periodo prolongado o indefinido (Center for Food Security & Public Health, 2017).
Aproximadamente un 30 % de las personas infectadas desarrollan un estadio denominado
como fase cronica, caracterizada por alteraciones como lo son megaeséfago, megacolon y
miocardiopatia dilatada (Gutiérrez et al., 2007).

El diagnostico durante la fase aguda de la enfermedad se basa en la demostracion de la
presencia del parasito, ya que durante la misma es posible detectar la forma circulante del
protozoario (CeNDIE-ANLIS, 2010). Por otro lado, dado que en la fase crénica la parasitemia
es limitada o ausente, el diagndstico de laboratorio se basa en la deteccion de anticuerpos IgG
anti T. cruzi (Otani et al., 2011). En relacion a lo anteriormente expuesto, el grupo de expertos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda para la confirmacion diagndstica
de la enfermedad de Chagas, la deteccion del parésito en sangre total y al menos dos pruebas
serologicas de distinto principio y diferente fuente de antigeno (Ministerio de Salud, 2010;
Murcia et al., 2013).

En el contexto descrito, los analisis a nivel de laboratorio desempefian un papel esencial en
cuanto a la deteccidn, alerta y clasificacién de los casos que son estudiados. Es por ello que en
Costa Rica se ha elaborado la “Norma de Atencion Integral de la Enfermedad de Chagas”
(Decreto N° 37269-S) como documento medular de los esfuerzos dirigidos hacia la atencién y
seguimiento de este evento de salud publica. Dicho protocolo de vigilancia incorpora la
participacion activa del Centro Nacional de Referencia de Parasitologia (CNRP) perteneciente
al Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA)
(Ministerio de Salud, 2010). EI CNRP surgi6 en el afio 2003 como respuesta ante las
necesidades de diagnostico y vigilancia de las parasitosis, siendo la enfermedad de Chagas la
piedra angular (INCIENSA, 2014).



La norma establece que los bancos de sangre publicos y privados del pais deben tamizar el
100 % de la donacion sanguinea para evitar la transmision de tipo transfusional de la
enfermedad de Chagas. Todos estos establecimientos deben enviar al CNRP del INCIENSA
el 100 % de los sueros determinados como positivos y el 5 % de los negativos para ejercer
actividades de control y seguimiento mediante la confirmacion diagnostica (Ministerio de
Salud, 2010). Adicionalmente, el CNR de Parasitologia se constituye como organismo
evaluador mediante el Programa de Evaluacion Externa del Desempefio del Tamizaje de la
Enfermedad de Chagas, el cual permite ejercer un seguimiento continuo del desempefio de los
bancos de sangre. Dado el papel de esta entidad en el ambito nacional, es de suma relevancia
la demostracion de su competencia como proveedor de un programa de ensayos de aptitud,
para lo cual la norma INTE-ISO/IEC 17043:2010 proporciona lineamientos (INTECO, 2010).

Especificamente en lo concerniente al item de ensayo del programa, se establecen requisitos
que pretenden asegurar que las muestras a ensayar recibidas por los participantes sean
comparables y permanezcan estables a lo largo del ensayo de aptitud. Para ello, se deben
determinar los criterios de homogeneidad y estabilidad apropiados, basandose en los efectos
que tendria la ausencia de los mismos sobre los resultados y la evaluacion del desempefio de
los participantes (INTECO, 2010). La implementacion de estas actividades como parte de los
procesos de operacion del programa de ensayos de aptitud representaria una contribucion al
establecimiento y aseguramiento de la calidad del mismo. Tomando en consideracién lo
anteriormente expuesto, se plantea evaluar los pardmetros de homogeneidad y estabilidad del
item de ensayo del Programa de Evaluacion Externa del Desempefio del Tamizaje de la
Enfermedad de Chagas bajo el marco de la norma INTE-ISO/IEC 17043:2010.



1. REVISION DE LITERATURA
1.1 La enfermedad de Chagas

En el afio de 1909, el cientifico de origen brasilefio Carlos Chagas describié un nuevo
patégeno, asi como un padecimiento hasta el momento desconocido por la comunidad
cientifica (Rassi et al., 2015). Con este hallazgo se dio inicio al estudio de la enfermedad de
Chagas, también conocida como Tripanosomiasis americana o mal de Chagas, sobre la cual la
OMS estima que en el mundo existen entre seis y siete millones de personas infectadas (OMS,
2018). Dicha cifra se concentra principalmente en 21 paises de la region latinoamericana, en
donde la enfermedad se constituye en un problema de salud publica asociado a factores
sociales y econdmicos. Por otro lado, debido a los patrones de migracién poblacional, esta
parasitosis ha llegado a representar una problematica en paises no endémicos como lo son
Canad4, Estados Unidos, Japon, Australia y distintas naciones del continente europeo (WHO,
2012). Como resultado, el empleo de métodos diagnosticos y la publicacion de guias para el
manejo de la enfermedad son algunas de las medidas que se han implementado a nivel
mundial con el objetivo de prevenir su transmision (Rassi et al., 2015).

11.1.1 Agente etioldgico

La infeccion con el parasito intracelular Trypanosoma cruzi da origen a la enfermedad de
Chagas. Se han aislado distintas cepas que pertenecen a diversos genotipos del protozoario y
que infectan a 150 especies pertenecientes a 24 familias de fauna domeéstica y silvestre (Guhl,
2009). Tales capacidades de adaptacion y supervivencia en diferentes hospedadores se han
asociado con la amplia variabilidad intraespecifica de este agente etioldgico (Rimoldi et al.,
2012), caracteristica que ha sido el objeto de estudio de numerosas investigaciones con el fin
de establecer divisiones o subgrupos dentro de la estructura poblacional de T. cruzi. A través
de los afios y segun los enfoques aplicados, estos subgrupos han consistido en diferentes
designaciones, incluyendo zimodemas, esquizodemas, biodemas, clonets, linajes, clados, y
mas recientemente, Unidades Discretas de Tipificacion (DTU) y haplotipos (Zingales et al.,
2009).

En el afio 2009 un comité de expertos llevd a cabo una revision de la informacion disponible
en lo concerniente a la variabilidad genética de la especie y como resultado se decidié agrupar
los aislamientos del parasito en seis Unidades Discretas de Tipificacion (T. cruzi | - 1V)
(WHO, 2012). Las técnicas moleculares que permitieron dilucidar estos seis grupos contintian
utilizandose para la generacion de nueva informacién que pueda ser empleada como base para
la estandarizacion de una nomenclatura que facilite las futuras investigaciones acerca de las
caracteristicas biologicas, eco-epidemiologicas y de patogenicidad (Zingales et al., 2009).

11.1.2 Ciclo de vida del parasito y mecanismos de transmision

La manifestacion de la enfermedad de Chagas en los humanos ha sido un hecho accidental,
producto de su invasion de los focos naturales y los desequilibrios ecoldgicos generados,



hechos que introdujeron al hombre como miembro activo de la cadena epidemioldgica de esta
zoonosis (Guhl, 2009).

Trypanosoma cruzi desarrolla su ciclo de vida al alternar entre un insecto y una especie de
mamifero, incluyendo animales silvestres, animales domésticos y humanos (Guhl, 2009). Los
insectos vectores de esta enfermedad pertenecen al orden Hemiptera, familia Reduviidae y
subfamilia Triatominae, y presentan la particularidad de ser hematdfagos. Las especies mas
importantes en cuanto a la transmision vectorial en la regidon centroamericana corresponden a
Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus y Rhodnius pallescens (Ministerio de Salud, 2010).

El triatomino adquiere el parasito al alimentarse de sangre de un mamifero infectado, tras lo
cual el protozoario se multiplica en el intestino posterior del insecto para generar
tripomastigotes metaciclicos. Dicho estadio es altamente infeccioso y es la forma que se
transmite a los mamiferos cuando el vector defeca al realizar la picadura (Otani et al., 2011).
Los habitos de los triatominos favorecen la transmision de la enfermedad dado que defecan
una vez que se han alimentado y las escoriaciones generadas por su aparato bucal son el sitio
de entrada para los tripomastigotes (Gallego, 2006). Esta forma infectante invade las células
adyacentes para diferenciarse como amastigotes, los cuales se multiplican por fisién binaria.
Tras multiples procesos de fision, los amastigotes pasan a ser tripomastigotes sanguineos y
mediante lisis, abandonan la célula hospedera para liberarse en el torrente sanguineo, hecho
que da lugar a la continuacion del ciclo (Ministerio de Salud, 2010).

La forma de transmision vectorial anteriormente descrita corresponde al principal mecanismo
de infeccidn de la enfermedad (Rassi et al., 2015). En lo concerniente al ser humano, este tipo
de transmision se presenta mayormente en zonas rurales, donde la probabilidad de entrar en
contacto con el insecto vector se ve aumentada (Guhl, 2009). Con respecto a los sectores
urbanos, la circulacion del parasito permanece aun aislada del contexto domiciliar, por lo que
el establecimiento del ciclo est4 ligado a contactos fortuitos que introducen al hombre en la
cadena de transmision (Rojas, 2007).

El mecanismo de infeccion a través de transfusion sanguinea ocupa el segundo lugar en
importancia, después de la ruta vectorial. EI mismo habia sido identificado en paises
latinoamericanos, sin embargo con el incremento de las migraciones hacia regiones no
endémicas, se dio lugar a la generacion de nuevos escenarios para este tipo de transmision. El
establecimiento de controles como el tamizaje de las donaciones sanguineas ha permitido
prevenir su ocurrencia en paises del cono sur como lo son Brasil, Uruguay y Chile, asi como
en la region centroamericana (Rodrigues, 2015). A pesar de ello, este mecanismo aun
representa una problematica de peso en aquellos paises donde no se ha decretado la
obligatoriedad de tamizar a los donantes que acuden a los bancos de sangre (Guhl, 2009).

La urbanizacion de la enfermedad de Chagas esta estrechamente relacionada con las formas
de infeccion transfusional y congeénita. Esta ultima se da por transmision de la madre al
infante, lo cual puede suceder en cualquier momento de la infeccion materna, ya sea en la fase
aguda, indeterminada o cronica (Moretti et al., 2007). En conjunto con la transmision
vectorial, los mecanismos anteriormente mencionados son los predominantes en comparacién

4



con otras formas de transmision comprobada que han sido consideradas de menor importancia
desde la perspectiva de la salud publica. Sin embargo, algunas de estas han adquirido una
mayor importancia epidemioldgica en afios recientes (Rojas, 2007).

Existe un mecanismo de transmision por via digestiva que puede ocurrir por la ingestion de
mamiferos naturalmente infectados cuya carne ha sido sometida a un cocimiento incompleto,
0 bien por el consumo de alimentos contaminados con heces de triatominos o animales
infectados. Adicionalmente, ha sido descrita la transmision mediante trasplante de 6rganos,
esto cuando el donador esta infectado y el receptor es susceptible. El riesgo asociado a esta
ultima, se ve aumentado por la inmunosupresion generada como producto de los tratamientos
farmacoldgicos administrados para evitar el rechazo, hecho que facilita la invasion por parte
del parésito (Rojas, 2007).

Otra modalidad la constituye la infeccion por medio de accidentes de laboratorio, al
manipular muestras contaminadas, cultivos del protozoario o animales infectados. En este
contexto, el empleo de practicas adecuadas de bioseguridad, asi como la competencia del
personal son factores primordiales (Rojas, 2007).

11.1.3 Manifestaciones clinicas de la enfermedad

En la evolucidn de esta parasitosis pueden distinguirse tres fases, en las cuales la presentacion
clinica y criterios diagnosticos son diferentes (Arrieta et al., 2004), estas corresponden a fase
aguda, fase cronica indeterminada y fase cronica determinada o sintomatica (Ministerio de
Salud, 2011). La fase denominada como aguda se inicia desde que se adquiere la infeccion y
tiene una duraciéon de dos a cuatro meses. Aproximadamente un 90 % de los casos son
asintomaticos o presentan una sintomatologia minima, razén por la que pueden pasar
inadvertidos o pueden efectuarse diagnosticos errados (Ministerio de Salud, 2010). Cuando se
manifiestan sintomas, estos varian entre fiebre, evidencias de entrada del parasito al
organismo como el signo de Romafia y el chagoma de inoculacion, edema, compromiso
cardiaco, hepatomegalia y esplenomegalia (Ministerio de Salud, 2011).

La finalizacion de la fase aguda da lugar al periodo crénico indeterminado o asintomatico, que
se caracteriza por una serologia positiva con escasa o0 inexistente presencia de parasitos en el
torrente sanguineo. Ademas, no se presentan sintomas ni signos viscerales (Arrieta et al.,
2004), y habitualmente un 70 % de los pacientes persisten en esta condicién. Se ha estimado
gue un 30 % de los infectados chagasicos desarrollan secuelas crénicas irreversibles
(Ministerio de Salud, 2010), asociadas a alteraciones fisiopatoldgicas de corazon, eséfago y
colon. El compromiso de dichos 6rganos se evidencia en forma de miocardiopatias,
megaesofago y megacolon (Ministerio de Salud, 2014).

11.2 Enfermedad de Chagas en Costa Rica

En el afio 1941 se describen los primeros casos de enfermedad de Chagas en Costa Rica
(Chinchilla et al., 2006), a pesar de ello, esta zoonosis no habia sido considerada como un
problema de salud pablica hasta el afio 2002 (Ministerio de Salud, 2010). A raiz de esto, se



disefiaron y establecieron las actividades de intervencion para la situacion epidemioldgica
particular, determinada mayormente por el vector Triatoma dimidiata (OPS, 2003), ya que
esta especie de triatomino se constituye como principal transmisor domiciliar de la
enfermedad en el pais (Hernandez et al., 2010). Este insecto se ha encontrado en todas las
provincias con una tendencia a alcanzar mayores concentraciones en la parte central del
territorio nacional, abarcando principalmente el sur de Alajuela y Heredia, y el norte de San
José (Zeleddn, 2001). En cuanto a los reservorios del parasito, se conocen en nuestro pais
animales domiciliares como perros y gatos, ademas de animales peridomiciliares dentro de los
que se encuentran ratas, ratones y el zorro pelon (Didelphis marsupialis) (Farfan y Angulo,
2011).

En el marco de la Iniciativa para el Control de la Enfermedad de Chagas (IPCA), el
INCIENSA desarroll6 una encuesta entomoldgica en la cual se determiné la distribucion del
vector en cinco poblados, a partir de lo cual se obtuvo un 40 % de infestacion correspondiente
a tres comunidades estudiadas en la zona central de Costa Rica. Cabe destacar que de 12 % a
30 % de los insectos capturados se encontraban infectados con T. cruzi lo cual indica la
importancia de las medidas de prevencion y control para procurar el bienestar de las
comunidades (Calvo et al., 2003).

En cuanto a la prevalencia de la enfermedad, entre las décadas de los afios setenta y noventa
se determind una prevalencia de 1 % a 11 %, no obstante es importante destacar que estos
datos proceden de estudios puntuales realizados en diferentes zonas y grupos poblacionales.
En afios mas recientes se efectuaron en el pais varios proyectos realizados por el INCIENSA,
entre ellos la realizacion de una encuesta seroldgica en 3 437 nifios escolares de cinco zonas
del pais arroj6 resultados que oscilaron entre 0,2 % y 0,5 % de prevalencia de infeccion por
IgG anti T. cruzi (Calvo et al., 2003). Por otro lado, en un estudio realizado con 3 630
muestras de bancos de sangre, 4,6 % resultaron positivas para la enfermedad de Chagas, lo
cual corresponde a un 0,07 % de prevalencia con respecto al total de donadores tamizados.
Este valor es menor a lo reportado en estudios previos para muestras provenientes de bancos
de sangre (Campos-Fuentes y Calvo-Fonseca, 2013).

11.2.1 Diagnéstico y vigilancia basada en laboratorio

Para el diagndstico de la enfermedad de Chagas se requiere no solo estudiar si la persona ha
estado en contacto con el vector o si ha estado relacionada con alguno de los mecanismos de
transmision alternativos, sino que ademas se necesita de la confirmacion basada en
laboratorio (Miranda et al., 2010). La demostracion de la presencia del parasito constituye el
diagnostico de certeza de la infeccidn, sin embargo, esto solamente es posible de manera
eficiente durante la fase aguda. Como consecuencia, en etapas posteriores el diagndstico debe
basarse en la deteccion de anticuerpos especificos (CeNDIE- ANLIS, 2010). Tomando esto en
consideracion, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado la aplicacion de
al menos dos técnicas seroldgicas de diferente fuente de antigeno (Ministerio de Salud, 2010),
sugiriéndose una tercera prueba en caso de discrepancia entre las mismas (Ferrer et al., 2013).



El diagnostico basado en pruebas inmunologicas es ampliamente utilizado dado que la mayor
parte de individuos infectados por T. cruzi desarrolla, durante la fase crénica, anticuerpos
especificos contra la compleja mezcla antigénica del parésito. En dicha fase, los anticuerpos
generados son predominantemente de la clase 1gG, mientras que en la fase aguda que le
precede, anticuerpos de clase IgM son encontrados principalmente (WHO, 2002). De hecho,
la elevacion de los anticuerpos IgG se ha descrito como uno de los eventos que marcan el
paso a la fase cronica de la enfermedad (La Fuente, 2006).

De acuerdo con los lineamientos de la OMS, en nuestro pais se utilizan pruebas
parasitologicas como el Strout, que presenta aproximadamente un 100 % de sensibilidad
durante la fase aguda. Esta metodologia se emplea para determinar la presencia del parasito en
el torrente sanguineo después de cinco a siete dias de la infeccion. Por otro lado, para el
diagndstico durante la fase cronica, se ha establecido la aplicacién de al menos dos pruebas
serologicas que presenten fuentes de antigeno diferentes. Esto debido a que las pruebas
parasitologicas tienen asociada una baja sensibilidad de aproximadamente un 30 % al
aplicarse para el diagndstico de pacientes que se encuentren cursando esta fase (Ministerio de
Salud, 2010). En concordancia con lo anterior, actualmente en el Centro Nacional de
Referencia de Parasitologia (CNRP) de INCIENSA se llevan a cabo las labores de
confirmacion diagnostica de la enfermedad de Chagas mediante la aplicacion de cuatro
metodologias correspondientes a ELISA Lisado, ELISA Recombinante, Inmunofluorescencia
indirecta (IFI) e Inmunoanélisis Quimioluminiscente de Microparticulas (CMIA).

11.2.2 Tamizaje de la enfermedad de Chagas

La aplicacion de pruebas serologicas para la deteccion y diagndstico de la enfermedad de
Chagas se extiende a la iniciativa de tamizaje en bancos de sangre publicos y privados con el
objetivo de evitar la ocurrencia de infecciones por transfusion sanguinea (Ministerio de Salud,
2010). Esta modalidad constituye la segunda forma de transmision mas importante dado que
representa de un 5 % a un 20 % (Miranda et al., 2010), hecho del cual se deriva la
importancia de tamizar las unidades de sangre que han sido donadas Yy realizar la respectiva
confirmacion diagndstica. Es necesario cumplir con este proceso ya que es una medida que
permite evaluar las actividades de tamizaje ejecutadas por los bancos de sangre del pais
(Campos-Fuentes y Calvo-Fonseca, 2013).

Segun lo establecido en la Norma de atencién integral de la enfermedad de Chagas, los
bancos de sangre deben tamizar el 100 % de donaciones sanguineas (Ministerio de Salud,
2010), y enviar al CNRP el total de sueros determinados como positivos, asi como el 5 % de
los negativos, para su respectiva confirmacion diagnostica (Campos-Fuentes y Calvo-
Fonseca, 2013).

La tecnica empleada para el tamizaje en bancos de sangre corresponde al Inmunoanalisis
Quimioluminiscente de Microparticulas ARCHITECT Chagas, el cual consiste en un
inmunoensayo con una alta sensibilidad que permite detectar el marcador diana de la
enfermedad de Chagas. Dado el nivel de automatizacién de esta metodologia, es posible



ejecutar el analisis de grandes cantidades de muestras, caracteristica primordial para un
sistema de tamizaje de donaciones sanguineas (WHO, 2010).

11.2.2.1 Inmunoanélisis Quimioluminiscente de Microparticulas ARCHITECT Chagas

El ensayo consiste en un inmunoanalisis de dos pasos que permite la deteccidn cualitativa de
anticuerpos 1gG anti Trypanosoma cruzi en suero sanguineo (Abbott Laboratories, 2013). En
la primera etapa del proceso, se combinan la muestra, el diluyente del método y las
microparticulas paramagnéticas recubiertas de antigeno recombinante de T. cruzi, tras lo cual
los anticuerpos anti T. cruzi presentes en la muestra se unen a las microparticulas (Praast et
al., 2010). Despues de ejecutar un lavado, se afiade anticuerpo conjugado anti-lgG humana
marcado con acridinio a la mezcla de reaccién y tras otro ciclo de lavado, se afiaden las
soluciones preactivadora y activadora (Abbott Laboratories, 2013). La reaccion
quimioluminiscente resultante se mide en unidades relativas de luz (URL), estas son
detectadas por el sistema dptico del analizador y se relacionan directamente con la cantidad de
anticuerpos anti T. cruzi presentes en la muestra (Praast et al., 2010).

Los resultados se expresan mediante la division de la sefial (URL) generada a partir de la
muestra entre el valor del punto de corte, por lo que las unidades corresponden a S/CO
(muestra/punto de corte) (Praast et al., 2010). Especificamente, en cuanto a la interpretacion,
las muestras con valores S/CO menores a 0,80 se consideran no reactivas y las muestras con
valores S/CO mayores o iguales a 1,00 se consideran reactivas. Mientras que aquellas que
presentan valores S/CO mayores o iguales a 0,80 pero menores a 1,00 se clasifican como
indeterminadas ya que se encuentran dentro de la zona gris del ensayo (Abbott Laboratories,
2013).

La técnica ARCHITECT Chagas emplea cuatro antigenos recombinantes, a saber FP3, FP6,
FP10 y TcF, que contienen 14 regiones antigénicas distintas. Dichas regiones representan las
tres morfologias del ciclo bioldgico del parésito que constituyen las formas encontradas en el
insecto vector y en el hospedador, hecho que permite su empleo en el diagnostico de las fases
aguda y cronica de la enfermedad (Iborra-Bendicho et al., 2012). Esta diversidad antigénica
confiere al ensayo una alta sensibilidad, cercana al 100 % (Abbott Laboratories, 2013).

11.2.3 Programa de Evaluacién Externa del Desempefio del Tamizaje de la Enfermedad
de Chagas

Dado el papel del CNRP en lo concerniente a la vigilancia y el control de enfermedades
parasitarias, el centro desarrolla labores de aseguramiento de la calidad como lo son los
programas de evaluacion externa del desempefio dirigidas a los laboratorios de la red nacional
diagnostica (INCIENSA, 2014). Especificamente se ha desarrollado el Programa de
Evaluacion Externa del Desempefio del Tamizaje de la Enfermedad de Chagas (PEEDCH)
con el objetivo de evaluar la capacidad resolutiva de los bancos de sangre al analizar muestras
de suero de diferente reactividad.



Este programa se dirige a 18 establecimientos publicos y privados, a los cuales se les evalta
con una periodicidad anual. En cada ronda de ensayo de aptitud se distribuyen cinco muestras
de suero sanguineo incognitas que el personal del banco de sangre debe analizar para
determinar la presencia o ausencia de anticuerpos IgG anti T. cruzi. En relacién con lo
anterior, puede describirse al PEEDCH como un programa de tipo cualitativo ya que los
participantes deben evaluar la presencia o ausencia de una propiedad, determinada por la
magnitud de la sefial proveniente de una metodologia diagnostica (INTECO, 2016).
Posteriormente son evaluados basadndose en el grado de concordancia que presenten con
respecto a los resultados del Laboratorio de Enfermedad de Chagas del CNRP.

El INCIENSA se encuentra en un proceso de fortalecimiento de su Sistema de Gestion de
Calidad, razén por la que esté destinando gran parte de sus esfuerzos hacia la reestructuracion
de los Programas de Evaluacién Externa del Desempefio desarrollados por los centros de
referencia en concordancia con la norma INTE-ISO/IEC 17043:2010 de Evaluacion de la
conformidad — Requisitos generales para los ensayos de aptitud. Este documento proporciona
a las partes interesadas una base coherente para determinar la competencia de los proveedores
de ensayos de aptitud (INTECO, 2010).

La norma introduce los conceptos de homogeneidad y estabilidad asociados al item de
ensayo, con lo cual se pretende asegurar que los participantes reciban muestras incégnitas
comparables entre si y que estas permanezcan estables a lo largo del ensayo de aptitud
(INTECO, 2010). La evaluacion de estas caracteristicas se establece en el apartado 4.4.3
Homogeneidad y estabilidad como parte de los requisitos que los proveedores de ensayos de
aptitud deben cumplir dentro del esquema de aseguramiento de calidad de su programa.

La demostracion de homogeneidad y estabilidad suficientes para el propdsito del ensayo de
aptitud debe basarse en argumentos técnicos o métodos estadisticos validos, para lo cual la
norma INTE/ISO 13528 proporciona soporte. Dicho documento pretende ser complementario
a la norma INTE-ISO/IEC 17043:2010, dado que describe métodos estadisticos para los
ensayos de aptitud cuyos resultados reportados son mediciones cuantitativas, o bien
observaciones cualitativas sobre los items de ensayo (INTECO, 2016).



I11.  OBJETIVOS

I11. 1 Objetivo general

Evaluar los parametros de homogeneidad y estabilidad del item de ensayo del Programa de
Evaluacién Externa del Desempefio del Tamizaje de la Enfermedad de Chagas bajo el marco
de la norma INTE-ISO/IEC 17043:2010.

I11.2 Objetivos especificos

1. Ejecutar la determinacion experimental de homogeneidad y estabilidad del item de
ensayo conforme a los lineamientos establecidos en la norma INTE/ISO 13528:2016.

2. Realizar la declaracion de aceptacion o rechazo del item de ensayo tomando como
base los pardmetros de homogeneidad y estabilidad determinados.
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V. MATERIALES Y METODOS
1.1 Localizacién

El presente proyecto se desarroll6 en las instalaciones del Centro Nacional de Referencia de
Parasitologia, en el periodo comprendido entre febrero y setiembre del 2018. Dicho
establecimiento pertenece al Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en
Nutricion y Salud, ubicado en Tres Rios, Cartago.

IVV.2 Obtencion de muestras de suero sanguineo

La preparacion del item de ensayo se llevd a cabo a partir de cinco plasmas reactivos y no
reactivos para la enfermedad de Chagas, los cuales provenian de donaciones sanguineas
provistas por establecimientos de la red nacional de bancos de sangre. Especificamente cuatro
eran positivos para el marcador seroldgico correspondiente a la enfermedad de Chagas y uno
era negativo.

Dichos plasmas se sometieron a un proceso de desfibrinacion para la obtencion de suero
sanguineo, esto mediante una secuencia de etapas de calcificacion, clarificacion o
centrifugacion, dialisis y filtracion (Centro Nacional de Salud Publica, 2006). Posterior al
proceso de desfibrinacion, se procedio a examinar visualmente las caracteristicas fisicas de
cada suero, verificando que estuvieran libres de hemdlisis, hiperlipemia y turbiedad.

Para realizar una caracterizacion de las muestras, se tomaron alicuotas de 1 000 pL de cada
una y se analizaron mediante cuatro metodologias diagnosticas que consistieron en ELISA
Lisado, ELISA Recombinante, IFI e Inmunoanalisis Quimioluminiscente de Microparticulas
ARCHITECT Chagas. Los resultados obtenidos a partir de cada analisis se documentaron en
los registros CNRP-LCH-R04: Determinacion de ELISA Lisado y ELISA Recombinante,
CNRP-LCH-RO03: Determinacion de Inmunofluorescencia indirecta para la enfermedad de
Chagas y CNRP-LCH-R30: Determinacion de Inmunoanalisis Quimioluminiscente de
Microparticulas (ARCHITECT).

Cada uno de los cinco sueros se vertid en envases plasticos estériles y se identifico conforme
a un codigo especifico, segun se indica en el Cuadro 1. Ademas, se adicion0 el preservante
Bronidox-Ls al 5 % en una proporcion de 1 pL por cada 2 mL de suero.
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Cuadro 1. Codificacion asignada a los sueros sanguineos empleados para la preparacion del
item de ensayo del PEEDCH, afio 2018.

Cédigo de muestra Reactividad por marcador serolégico de
enfermedad de Chagas
Pla2018-001 Positiva
Pla2018-003 Positiva
Pla2018-006 Positiva
Pla2018-007 Positiva
Pla2018-008 Negativa

V.3 Preparacion del item de ensayo

Se prepararon un total de 64 alicuotas por muestra de suero, con un volumen de 500 pL cada
una. Esta actividad se llevé a cabo en una cdmara de bioseguridad, utilizando viales estériles y
cerrando los mismos a la mayor brevedad. Posteriormente, se asigné una identificacién Unica
a cada alicuota, la cual se constituia de las siglas derivadas del programa, un numero
consecutivo y la indicacion del afio correspondiente a la ronda de ensayo de aptitud, segun se
presenta en la Figura 1.

EEDCH-0000-18

Figura 1. Etiqueta para identificacion del item de ensayo, ronda de ensayo de aptitud del afio
2018.

El consecutivo se asigno en funcion del nimero de alicuotas de cada suero, es decir que el
codigo inicial de las alicuotas de un suero corresponde al nimero consecutivo inmediato al
codigo final de las alicuotas del suero anterior. Siguiendo el orden indicado, en el Cuadro 2 se
presenta la codificacion asignada a los items de ensayo del programa.

Cuadro 2. Asignacion de cddigos a alicuotas generadas a partir de los sueros sanguineos
empleados para la preparacién del item de ensayo del PEEDCH, afio 2018.

cer ., Codificacion
Identificacion de muestra — — -
Cadigo inicial Cadigo final

Pla2018-001 EEDCH-0001-18 EEDCH-0064-18
Pla2018-003 EEDCH-0065-18 EEDCH-0128-18
Pla2018-006 EEDCH-0129-18 EEDCH-0192-18
Pla2018-007 EEDCH-0193-18 EEDCH-0256-18
Pla2018-008 EEDCH-0257-18 EEDCH-0320-18

La tapa de cada vial se sell6 con una seccion de papel parafinado, y estos se colocaron en
cajas de carton provistas con divisiones. Cada caja se rotulé con la identificacion de la
muestra de suero, el cédigo (inicial y final) de los viales preparados y la fecha de elaboracién
correspondiente.
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Previo al almacenamiento del item de ensayo a una temperatura de -32 °C a -26 °C, se
apartaron las alicuotas seleccionadas para realizar las pruebas de homogeneidad y estabilidad,
segun se indica en los apartados siguientes.

IVV.4 Evaluacién de homogeneidad

En lo concerniente a la prueba de homogeneidad, el disefio experimental se realizd segun el
Anexo B — Homogeneidad y estabilidad para items de ensayo de aptitud, apartados B.1
Procedimiento general para la verificacién de homogeneidad, B.2 Criterio de evaluacion para
la revision de homogeneidad y B.3 Formulas para la revision de homogeneidad de la norma
INTE/ISO 13528:2016.

Los andlisis fueron llevados a cabo por personal técnico del CNRP, utilizando el analizador
ARCHITECT i1000sg del Laboratorio de Enfermedad de Chagas. Para ello se seleccionaron
diez alicuotas de cada muestra de suero de manera aleatoria mediante la aplicacion de la
formula =ALEATORIO.ENTRE(#inicial;#final) en el software comercial Excel.
Especificamente, “# inicial” hace referencia al nimero consecutivo asignado al vial inicial de
la muestra de suero y “# final” se refiere al nimero consecutivo asignado al ultimo vial. Estas
se dividieron en dos porciones o submuestras de igual volumen para la obtencion de 20
submuestras correspondientes a cada suero y 100 submuestras en total.

Las submuestras generadas se colocaron en viales etiquetados con la identificacion de la
muestra de suero de la cual provenia el item de ensayo, el cddigo de alicuota y el nimero de
submuestra, segun puede observarse en la Figura 2. Dichos viales se almacenaron en una caja
provista con divisiones y debidamente identificada conforme a su uso previsto (ver Anexo 1).

Pla2018-000
EEDCH-0000-18
Alicuota No. 1

Figura 2. Etiqueta para identificacion de submuestras derivadas del item de ensayo.

Se procedio a analizar las submuestras bajo condiciones de repetibilidad, especificamente
empleando el mismo procedimiento de medicion, analista, equipo de medicion y lote de
reactivos. Aunado a ello, los analisis de submuestras provenientes de la misma muestra de
suero se ejecutaron en un solo dia.

Una vez obtenidos los resultados de S/CO (muestra/punto de corte), se realizaron los calculos
respectivos para la determinacion de la media general (), la desviacion estandar dentro de la
muestra (Sy) Y la desviacion estandar entre muestras (ss) (INTECO, 2016).

Para determinar si los items de ensayo podian considerarse suficientemente homogeéneos, se
compard la desviacion estandar entre muestras (Ss) con el criterio del error maximo permisible
(0g), esto segun se indica en la Figura 3. De acuerdo con el fabricante, el ensayo
ARCHITECT Chagas ha sido disefiado para tener una imprecision tal que el coeficiente de
variacion total sea menor o igual a un 15 % para muestras cuyos valores se encuentren en el
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intervalo 1,00 S/CO a 4,00 S/CO (Abbott Laboratories, 2013), esta medida de imprecision se
equipara con el error maximo permisible mencionado en la norma INTE/ISO 13528:2016.
Dado el hecho de que los resultados generados se expresan en S/CO vy el error permisible
corresponde a un porcentaje, se aplicaron los calculos respectivos para que los valores fueran
comparables. La estimacion de los estadisticos antes mencionados se describe en el Anexo 2.

Sg < 0,1 65‘

Figura 3. Criterio de evaluacion para la determinacién de homogeneidad del item de ensayo.
Fuente: INTECO (2016).

Ademas, como criterios alternativos para determinar la homogeneidad, se aplico una prueba F
de un analisis de varianza con o = 0,05 (INTECO, 2016) y se calculo el coeficiente de
variacion (CV) en el software Excel.

1VV.5 Evaluacion de estabilidad

Para la prueba de estabilidad, el disefio experimental se realiz6 segin el Anexo B —
Homogeneidad y estabilidad para items de ensayo de aptitud, apartados B.4 Procedimiento
para la revision de estabilidad, B.5 Criterio de evaluacion para la revision de estabilidad y B.6
Estabilidad en condiciones de transporte de la norma INTE/ISO 13528:2016.

Se planteo llevar a cabo la evaluacion de una muestra de items de ensayo una vez se finalizara
la ronda del PEEDCH y compararla contra items de ensayo evaluados previo al inicio de la
ronda (INTECO, 2016). Para tal fin, se utilizaron los resultados derivados de la revisién de
homogeneidad, la cual se realiz6 antes del periodo de distribucion del item de ensayo a los
participantes del programa.

De manera aleatoria, se seleccionaron diez alicuotas de cada muestra de suero mediante la
aplicacion de la formula =ALEATORIO.ENTRE(#inicial;#final) en el software comercial
Excel, se excluyeron de este proceso los consecutivos de las alicuotas empleadas para la
revision de homogeneidad. Con el objetivo de contemplar el efecto del transporte sobre el
item de ensayo, una parte de las alicuotas se sometié al proceso de envio y retorno ejecutado
por parte de la empresa que distribuye los materiales de la evaluacion del desempefio. Se
envid una alicuota en cada una de las ocho rutas de distribucion en las que se encuentran
incluidos los 18 participantes del PEEDCH, durante el transporte las muestras se mantuvieron
dentro de recipientes de poliestireno con geles refrigerantes que permitieran mantener un
rango de temperatura de -1 °C a 10 °C. Las dos alicuotas restantes se mantuvieron
almacenadas por separado en el CNRP bajo condiciones de congelacion y refrigeracion. El
detalle de las condiciones mencionadas se presenta en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Condiciones ambientales contempladas en la evaluacion de la estabilidad de diez
alicuotas por suero sanguineo.

. . . Descripcion
Allcuota Tipo de condicion (Ruta de distribucion / Rango de temperatura)

A Transporte Metropolitana 1
B Transporte Metropolitana 2
C Transporte Atlantica
D Transporte San Carlos
E Transporte Brunca
F Transporte Metropolitana 3
G Transporte Alajuela - Heredia
H Transporte Guanacaste
I Almacenamiento -32°Ca-26°C
J Almacenamiento -1°Ca8°C

La prueba de estabilidad se llevo a cabo una vez cerrado el plazo de dos semanas establecido
para la entrega de resultados por parte de los participantes. Previamente, el volumen de los
viales se dividi6 en dos partes iguales para la generacion de 20 submuestras por muestra de
suero y 100 submuestras en total. Cada porcion se rotuld con la identificacion de la muestra
de suero correspondiente, el cddigo de alicuota y el nimero de submuestra, segin se presenta
en la Figura 2. Estas se almacenaron en una caja provista con divisiones y debidamente
identificada conforme a su uso previsto (ver Anexo 3).

Los analisis fueron ejecutados por el personal técnico que llevo a cabo las pruebas de
homogeneidad, empleando el analizador ARCHITECT i1000sg del Laboratorio de
Enfermedad de Chagas. A partir de los resultados obtenidos se calculd la media general (¥)
para ser comparada con la media del grupo de datos derivados de la revision de
homogeneidad (y;1). La comparacion se realizd de acuerdo con el criterio indicado en la
Figura 4.

71— 72| < 0,165

Figura 4. Criterio de evaluacién para la determinacion de estabilidad del item de ensayo.
Fuente: INTECO (2016).

La norma INTE/ISO 13528:2016 sefiala a una prueba t para una diferencia significativa con
un 95 % de confianza como un analisis estadistico adecuado para detectar una posible
inestabilidad del item de ensayo, por lo que se ejecutd dicha prueba como método alternativo.
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V. RESULTADOS
V.1 Caracterizacion de sueros sanguineos

Se analizaron los sueros mediante la aplicacion de cuatro metodologias diagndsticas distintas,
los resultados obtenidos se presentan a continuacion en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Analisis preliminar de cinco muestras de suero empleadas como fuente del item de
ensayo.

Resultados
Cddigo de ARCHITECT ELISA Lisado ELIS.A IFI
Recombinante
muestra Punto Punto Punto Punto
SICO de corte DO de corte DO de corte Titulo de corte

Pla2018-001 | 7,660 1,000 0,703 0,196 1,177 0,299 1/40 1/40
P1a2018-003 | 14,600 1,000 1,236 0,207 3,254 0,300 1/640 1/40
P1a2018-006 | 6,130 1,000 0,640 0,207 1,565 0,300 1/40 1/40
Pla2018-007 | 3,870 1,000 0,810 0,212 1,636 0,299 1/160 1/40
P1a2018-008 | 0,260 1,000 0,041 0,212 0,040 0,299 <1/20 1/40
S/CO: muestra/punto de corte, DO: densidad 6ptica.

Al comparar las diferentes metodologias seroldgicas, se evidencio la obtencion de resultados
concordantes para todas las muestras analizadas. Ademas, no se presentaron resultados
indeterminados en las técnicas de ELISA Recombinante y ARCHITECT Chagas.

V.2 Evaluacién de homogeneidad

A partir de los resultados de cada submuestra procedente de los items de ensayo, se
determinaron los parametros estadisticos mostrados en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Estimacion de medidas de tendencia central y dispersion para la revision de
homogeneidad de cinco sueros sanguineos.

- Parametros estadisticos
Cddigo de i
muestra Media general DE dentro de la muestra DE entre muestras
(%) (Sw) (ss)
Pla2018-001 7,832 0,618 0,123
Pla2018-003 14,090 0,614 0,643
P1a2018-006 6,495 0,180 0,234
Pla2018-007 4,207 0,134 0,123
Pla2018-008 0,064 0,005 0,002

DE: Desviacién estandar.

Para realizar la comparacién requerida, el porcentaje de error permisible correspondiente a un
15 % se expreso en valores de S/CO segun puede apreciarse en el Cuadro 6.

16



Cuadro 6. Aplicacion del criterio de evaluacion correspondiente a la revision de
homogeneidad.

Cadigo de muestra o 0,1 é¢ Comparacion | Interpretacion
Pla2018-001 1,175 0,117 Ss > 0,1 O No se cumple
Pla2018-003 2,114 0,211 Ss> 0,1 6 No se cumple
Pla2018-006 0,974 0,097 S > 0,1 6 No se cumple
Pla2018-007 0,631 0,063 Ss> 0,1 o No se cumple
Pla2018-008 0,010 0,001 S > 0,1 6 No se cumple

de: Error maximo permisible.

El criterio de aceptacion no se cumplio para los sueros sanguineos evaluados, por lo que
segun este metodo de analisis los items de ensayo no se consideran adecuadamente
homogéneos. De acuerdo con recomendaciones de la norma INTE/ISO 13528:2016 para este
tipo de escenario, se llevo a cabo una prueba F, la cual evidencio diferencias estadisticamente
significativas entre las varianzas de los sueros Pla2018-003 y Pla2018-006. Los valores
obtenidos se presentan en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Prueba F de valores de S/CO obtenidos a partir de analisis de submuestras de
items de ensayo.

Cédigo de muestra Probabilidad F Valor critico para F
Pla2018-001 0,544 0,921 3,020
Pla2018-003 0,042 3,200 3,020
Pl1a2018-006 0,015 4,368 3,020
Pla2018-007 0,069 2,698 3,020
Pla2018-008 0,300 1,407 3,020

Ademas, se determind el coeficiente de variacion de cada juego de datos como medida
adicional para valorar la variabilidad de las muestras con respecto al criterio del fabricante, en
el Cuadro 8 se observan los valores obtenidos.

Cuadro 8. Estimacion de coeficientes de variacion derivados del analisis de submuestras de
items de ensayo.

Cédigo de muestra Coeficiente de variacion
(%0)
Pla2018-001 5,354
Pla2018-003 5,508
P1a2018-006 4,095
Pla2018-007 3,695
Pla2018-008 7,179

V.3 Evaluacién de estabilidad

Tras el cierre del periodo para la recepcion de resultados de los participantes del PEEDCH, se
analizaron las alicuotas sometidas a diferentes condiciones de transporte y almacenamiento.
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Se procedi6 a calcular la media general para realizar la comparacion de valores con respecto
al primer grupo de datos derivados de la revision previa a la distribucién y aplicar el criterio
correspondiente, esta informacién se presenta a continuacion en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Aplicacion del criterio de evaluacion correspondiente a la evaluacion de la
estabilidad.

- Media
Codigo de general 1 - ¥2| 0,1 6¢ Comparacion Interpretacion
muestra _ ’
(>2)

Pla2018-001 7,471 0,361 0,117 |1 - 2| > 0,1 6 No se cumple
P1a2018-003 13,397 0,693 0,211 |1 - ¥2| > 0,1 8¢ No se cumple
P1a2018-006 6,412 0,083 0,097 V1 - ¥21 < 0,1 8¢ Se cumple
Pla2018-007 3,825 0,382 0,063 [¥1 - 72| > 0,1 &¢ No se cumple
Pla2018-008 0,067 0,003 0,001 [y1 - ¥, > 0,1 8¢ No se cumple

¥,: Media general de revision previa a la distribucion, y,: Media general de revision de estabilidad, 6g: Error
maximo permisible.

Mediante este método de evaluacion de estabilidad, Gnicamente el suero Pla2018-006 cumplio
con el criterio, por lo que se clasificé como suficientemente estable. Por otro lado, mediante la
ejecucion de una prueba t, se determind que no existian diferencias significativas entre las
medias de los dos grupos de datos correspondientes a los sueros P1a2018-006 y P1a2018-008.
Los resultados derivados de dicho analisis pueden observarse en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Prueba t para comparacion de analisis efectuados de forma previa y posterior a la
distribucion del item de ensayo.

.- Probabilidad . Valor critico de t
Cddigo de muestra P(T<=t) dos colas Estadistico t (dos colas)
Pla2018-001 0,036 2,263 2,101
Pla2018-003 0,024 2,459 2,101
Pla2018-006 0,516 0,662 2,101
Pla2018-007 0,002 3,724 2,101
Pla2018-008 0,216 -1,282 2,101
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VI. DISCUSION
V1.1 Analisis preliminar de muestras de suero para la preparacion del item de ensayo

El diagndstico de la enfermedad de Chagas es complejo, tanto en laboratorios de diagndstico,
como en aquellos establecimientos que llevan a cabo labores de tamizaje (Bergmann & Aiires,
2013). Este escenario esta definido por la inexistencia de una prueba diagnostica que
clasifique a un individuo como seropositivo o0 seronegativo para la enfermedad de Chagas con
parametros de sensibilidad y especificidad que alcancen porcentajes de 100 % (Pereira et al.,
2012). Es decir que las técnicas disponibles no han llegado a cumplir las caracteristicas de un
patron de referencia o estandar de oro (gold standard) (Balouz et al., 2017). Como resultado,
se ha establecido un diagnostico basado en dos o mas pruebas seroldgicas de diferentes
principios o antigenos, recomendandose el uso de una tercera en caso de discrepancias (Levy
et al., 2009).

Una gran parte de los métodos comerciales disponibles estan basados en la utilizacion de
antigenos recombinantes los cuales ofrecen la ventaja de minimizar los posibles problemas de
baja especificidad. Este hecho adquiere relevancia si se toma en consideracién que
infecciones endémicas de las mismas regiones, como la leishmaniosis, pueden generar
reacciones cruzadas. Sin embargo, generalmente estas técnicas tienen asociada una
sensibilidad menor en comparacién con aquellas que emplean el parésito completo como
fuente de antigeno (Balouz et al., 2017).

Dada la complejidad inherente al diagnostico de la enfermedad de Chagas, puede
vislumbrarse la importancia de caracterizar las muestras de suero que se emplean como fuente
del item de ensayo mediante la aplicacién de diferentes metodologias seroldgicas. En este
caso, los ensayos de ELISA Recombinante y ARCHITECT Chagas han sido disefiados con
antigenos recombinantes como parte de su principio de funcionamiento (Wiener Laboratorios,
2000; Iborra-Bendicho et al., 2012), mientras que en el ensayo de ELISA Lisado se utilizan
antigenos que corresponden a zonas altamente conservadas entre distintas cepas del parasito
(Wiener Laboratorios, 2000). Por otro lado, la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
es de tipo convencional y para la deteccidn de los anticuerpos diana se emplea todo el parasito
como fuente de antigeno (Comité de expertos de la OMS, 2002). Cada una de estas cuatro
pruebas presenta caracteristicas que les confieren distintos niveles de sensibilidad y
especificidad, por lo que aplicadas en conjunto a los sueros analizados, permitieron generar
un diagnoéstico seroldgico certero basado en una concordancia del 100 % en cuanto a la
reactividad de las muestras.

V1.2 Evaluacion de homogeneidad del item de ensayo

La revision de homogeneidad debe realizarse una vez que los items de ensayo han sido
empacados en su forma final y de manera previa a la distribucion a los participantes del
programa, esto con el fin de contemplar un posible efecto del embalaje sobre las muestras
(INTECO, 2010; Chabirand et al., 2014). De acuerdo con lo anterior, los items de ensayo
evaluados en la revision de homogeneidad habian sido seccionados en volimenes de 500 pL,
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colocados en viales estériles, sellados con papel parafinado y rotulados con la codificacion
respectiva. Esta corresponde a la presentacion final en la que son distribuidos a los bancos de
sangre participantes.

Se prepararon un total de 64 alicuotas por muestra de suero, contemplando el nimero de items
de ensayo que debian ser analizados en las verificaciones de homogeneidad y estabilidad. Asi
como la cantidad requerida para distribuir a los participantes y un excedente para posibles
solicitudes de reemplazo de incognitas. Se seleccionaron diez items de ensayo por suero
sanguineo segun se recomienda en la norma INTE/ISO 13528:2016, la cual indica que el
namero evaluado podria ser menor en caso de que se disponga de datos de revisiones
anteriores de items de ensayo preparados siguiendo los mismos procedimientos (INTECO,
2016). Dado que la metodologia de ARCHITECT Chagas es de reciente implementacion en el
proceso de tamizaje de la enfermedad de Chagas y que por ende, esta correspondia a la
primera ronda de ensayo de aptitud en la que se evaluaba a los participantes con este método,
se siguio el lineamiento de evaluar una mayor cantidad de incognitas.

Aunado a ello, se ha recomendado el analisis de diez muestras para matrices en las que
puedan generarse grandes impactos derivados de una falta de homogeneidad, como cambios
en el valor asignado (Chabirand et al., 2014). Existen diversos factores que pueden afectar la
homogeneidad del item de ensayo, los cuales varian dependiendo del &rea en la que se
desarrolla el programa de comparaciones interlaboratoriales y el objetivo de este. De forma
general, como posibles fuentes de heterogeneidad deberian considerarse el procedimiento para
la preparacion y embalaje de las incdgnitas, asi como la metodologia aplicada para la
segregacion de las muestras y respectiva generacion de submuestras, ambos procesos
requieren grados de documentacion y detalle tales que permitan una ejecucion controlada.
Ademas, es importante conocer la matriz que alberga el analito de interés de la revision de
homogeneidad, dado que esta podria introducir variaciones relacionadas con otros
componentes que interfieran con la sefial generada (Lafargue et al., 2004). Asimismo, el
andlisis de esta cantidad de muestras, o inclusive un nimero mayor se recomienda para
matrices en las que pueda haber una heterogeneidad inherente (Chabirand et al., 2014).
Ejemplo de ello lo constituyen materiales como hormigén y concreto (Kimhi et al., 2006), o
bien muestras de suelo, que por su naturaleza y distribucién de componentes podrian
presentar una mayor variabilidad asociada.

En el caso particular de la metodologia ARCHITECT Chagas, el fabricante indica que para la
obtencion de resultados exactos, las muestras no deben presentar fibrina, eritrocitos ni
particulas en suspension (Abbott Laboratories, 2013). Los sueros empleados fueron obtenidos
mediante procesos de desfibrinacion y se sometieron a una revision para determinar la
ausencia de hemolisis y turbiedad, esto sumado a la experiencia que posee el personal del
CNRP en cuanto a la manipulacion y analisis de sueros sanguineos como matriz, sustentan el
hecho de que no se esperara un efecto de heterogeneidad dada por la matriz. Sin embargo, se
gjecutd la evaluacion de diez alicuotas para poder realizar un andlisis estadistico
representativo, considerando ademas, que el andlisis de una menor cantidad de items de
ensayo podria disminuir la probabilidad de deteccion (Tholen et al., 2006).
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Segin lo requerido por la normativa, los andlisis se realizaron bajo condiciones de
repetibilidad. Dichas condiciones incluyen pero no se limitan al mismo procedimiento de
medicién, observador, instrumento de medicion, condiciones ambientales, lugar y repeticion
en un periodo corto de tiempo. La ejecucion de ensayos de esta forma previene la inclusion de
fuentes de variacion diferentes al sistema de medicion empleado (Portuondo y Portuondo,
2010).

El estadistico de desviacion estandar entre muestras (Ss) determinado a partir del conjunto de
datos generados, debe compararse en primera instancia con la desviacion tipica para la
evaluacion de aptitud (op). El establecimiento de este valor permite delimitar la variacion que
puede considerarse como aceptable para los resultados reportados por los participantes, y la
norma indica distintos métodos para su estimacion. Uno ampliamente utilizado consiste en
determinar el valor a partir de la dispersion existente entre los resultados reportados por los
participantes en la ronda actual o en rondas previas (Noblett, 2012). La aplicacion de este
método podria resultar inadecuado para un numero limitado de participantes, como es el caso
del PEEDCH, dado que los estadisticos determinados a partir de un namero reducido de
resultados pueden no ser suficientemente confiables (INTECO, 2016). Por esta razon y por la
ausencia de datos de rondas anteriores, se utilizé el error maximo permisible (6g) como base
para el criterio de evaluacion de homogeneidad.

Este concepto puede definirse como un error de medida, que ha sido establecido con respecto
a un valor cuantitativo de referencia, permitido por especificaciones para una medicion o
instrumento de medida dado (INTECO, 2016). Para el ensayo de ARCHITECT Chagas se ha
determinado una imprecisién total de un 15 %, la cual consiste en una combinacion de la
intraserial, interserial e interdiaria. Dicho valor fue reportado por parte del fabricante, como
resultado de un estudio de precision ejecutado segun los lineamientos de la guia EP5-A2 del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Abbott Laboratories, 2013).

Al aplicar el criterio de evaluacién correspondiente, se determind que ninguno de los cinco
sueros cumplia con el mismo (ver Cuadro 6), por lo que no puede asegurarse que los items de
ensayo sean lo suficientemente homogéneos. EI método empleado se basa en comparar la
variabilidad de las muestras ensayadas contra una fraccion del criterio de evaluacién (Tholen
et al.,, 2014), que en este caso correspondia al error maximo permisible. Ante un
incumplimiento de este criterio de verificacién, la norma indica que el proveedor puede
incluir la desviacion estandar entre muestras (Ss) en la incertidumbre del valor asignado al
item de ensayo (INTECO, 2016), sin embargo, el método de ensayo del PEA radica en una
deteccion cualitativa por lo que no procede tal accion.

Una alternativa para la verificacion de homogeneidad, se basa en un analisis de varianza, en el
cual se ensaya un numero adecuado de muestras por duplicado. La relacion de las varianzas
entre muestras y las varianzas entre réplicas se utiliza en un estadistico F evaluado con un
nivel de significancia de 0,05 (Tholen, 1998; INTECO, 2016). Siguiendo recomendaciones de
la norma, se realiz6 una prueba F que permitid determinar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las varianzas de las alicuotas correspondientes a los
sueros Pla2018-003 y Pla2018-006 (ver Cuadro 7). Los valores del estadistico F para ambos
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sueros fueron mayores con respecto al valor critico para F, lo cual se interpreta como
evidencia de que las varianzas entre los grupos de réplicas evaluados son desiguales.
Asimismo, la probabilidad (valor p) estimada resulté ser menor a 0,05 en los dos casos, y
dado que esta esta asociada con la hipétesis de que las diferencias observadas se deben al
azar, el hecho de obtener valores tan pequefios permite rechazar dicha explicacion (LeBlanc,
2004).

Como fuente de informacién adicional con respecto a la variabilidad de los sueros, se
calcularon los coeficientes de variacion de los mismos (ver Cuadro 8) y se compararon con lo
reportado por el fabricante. En todos los casos el porcentaje estimado resultd ser menor con
respecto al 15 % derivado del estudio de imprecision (Abbott Laboratories, 2013), por lo que
se cumple el parametro determinado por el fabricante como parte de las caracteristicas
especificas de funcionamiento del método.

A pesar del incumplimiento del criterio de evaluacion de homogeneidad y de la determinacion
de diferencias significativas en las varianzas de dos de los sueros, en todos los casos, los
resultados demostraron ser consistentes en cuanto a reactividad (positividad/negatividad). Con
respecto a esto, el documento INTE/ISO 13528:2016 indica que para aquellos ensayos de
aptitud que evaltan propiedades medidas en escalas cualitativas, la demostracién de
homogeneidad deberia evidenciar que la totalidad de los items de ensayo presentan los
valores esperados para la propiedad bajo estudio. En el caso de algunas propiedades de tipo
cualitativo, es posible verificar la homogeneidad mediante analisis cuantitativos, para lo cual
una prueba convencional de evaluacion como la aplicada, resulta apropiada. O bien, se
considera aceptable una demostracion de que todos los resultados estan por encima o por
debajo de un valor de corte establecido (INTECO, 2016).

En ese mismo sentido, se ha sefialado que es posible considerar muestras como
suficientemente homogéneas aunque estas no lo sean estrictamente en términos de los
resultados cuantitativos generados. Cabe mencionar que cualquier muestra que presente
defectos de homogeneidad en cuanto a propiedades de tipo cualitativo, deberia ser excluida
del proceso de evaluacion del desempefio de los participantes (Chabirand et al., 2014).

V1.3 Evaluacion de estabilidad del item de ensayo

El procedimiento basico para revision de estabilidad indicado en la norma INTE/ISO
13528:2016 establece que se debe analizar una cantidad 2g de items de ensayo, con g > 2
(INTECO, 2016). Para esta evaluacion se analizaron diez alicuotas por suero sanguineo, cada
una por duplicado, para disponer de la misma cantidad de datos con respecto a la verificacion
de homogeneidad.

Ha sido ampliamente sefialado que las condiciones de transporte podrian constituirse en un
importante factor que influencie la estabilidad del item de ensayo, por lo que como parte del
disefio experimental podria incluirse una comprobacion adicional por algun efecto generado a
raiz de dichas condiciones (INTECO, 2016; Chabirand et al., 2014). Algunos modelos de
estudio se basan en emular las condiciones de transporte o en someter las incognitas a factores
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que puedan favorecer o acelerar cambios para proveer una mayor garantia sobre su estabilidad
(INTECO, 2016). En este caso particular, una parte de las muestras evaluadas fueron
sometidas a condiciones reales de transporte de forma que los resultados reflejaran fielmente
cualquier efecto que pudiera manifestarse en las incognitas distribuidas a los bancos de
sangre. Adicionalmente, otra parte fue almacenada en refrigeracion y congelacion que
corresponden a las condiciones que usualmente se emplean para la conservacion de muestras
de suero sanguineo.

Mediante la comparacion de la diferencia entre las medias de los conjuntos de datos previos y
posteriores a la distribucion contra una fraccion del error maximo permisible, se determin6
que Unicamente el suero Pla2018-006 podia ser considerado como suficientemente estable
(ver Cuadro 9). Ante el incumplimiento del criterio de evaluacion la norma indica que podrian
tomarse distintas medidas, siendo una de estas la cuantificacion del efecto de la inestabilidad
para contemplarlo en la incertidumbre del valor asignado (INTECO, 2016; INTECO, 2010).
Tal y como se menciond anteriormente, el método de ensayo es de tipo cualitativo, por lo que
no se asocia una incertidumbre cuantitativa al valor asignado, dentro de la que se pueda
incluir la inestabilidad del item de ensayo.

La aplicacién de una prueba estadistica adecuada para identificar diferencias entre dos
conjuntos de datos constituye una alternativa para este tipo de evaluacion, por lo que se
realiz6 una prueba t a partir de las medias de los dos conjuntos de datos (ver Cuadro 10). Este
analisis permitié determinar que dos de los sueros no presentaban diferencias significativas en
sus medias, especificamente el suero Pla2018-006, observacion que concuerda con lo
indicado segun comparacion con el error maximo permitido, y el suero Pla2018-008. Los
valores de probabilidad en ambos casos fueron mayores a 0,05 por lo que se acepta el
supuesto de que la diferencia entre las medias de los conjuntos de datos evaluados puede
deberse a errores aleatorios. Esta interpretacion también puede hacerse a partir del estadistico
t, cuyo valor para ambos sueros fuer mayor que el valor critico de t (Harris, 2007).

Los andlisis cuantitativos realizados determinaron un nivel de estabilidad adecuado en
solamente dos de los sueros evaluados, no obstante, las revisiones experimentales de este
parametro pueden limitarse a la revisién de un cambio significativo del item en el desarrollo
de la ronda del ensayo de aptitud. Esto cuando la inestabilidad del item sea improbable,
supuesto que puede derivarse de estudios experimentales anteriores, experiencia 0
conocimiento previo de la matriz y del mensurando (INTECO, 2016). La experiencia
adquirida en el CNRP en lo concerniente a la manipulacion y conservacion de muestras de
suero ha permitido determinar que los anticuerpos 1gG que constituyen el analito de interés de
las técnicas serologicas ejecutadas como parte de la rutina, son biomoléculas estables bajo
condiciones adecuadas de refrigeracion y congelacion.

La recomendacion universal indica que las muestras de suero se limiten al minimo de ciclos
de congelacidén/descongelacion para evitar alteraciones de las biomoléculas presentes
(Castejon, 2017). Basandose en esto, se procura que las muestras incognitas del PEEDCH no
sufran multiples procesos de congelacion y descongelacion para prevenir que se vea
comprometida la conservacion de los anticuerpos. Las medidas establecidas para manipular
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las muestras y el empleo de equipo bajo estrictos controles metroldgicos en el CNRP, sumado
a revisiones de literatura que sefialan la afectacion minima de inmunoglobulinas IgG e IgM en
sueros sometidos a los factores antes mencionados (Castejon, 2017; Castro & Jost, 2013),
proveen justificaciones técnicas que sustentan la apreciacion de que las incognitas mantienen
una estabilidad suficiente para el uso previsto.

24



VII. CONCLUSIONES

El método de andlisis basado en la comparacion de la desviacion estandar entre muestras (ss)
con una fraccion del error maximo permisible (5g) y la aplicacion de la prueba F permitieron
detectar indicios de heterogeneidad en términos cuantitativos, en la totalidad y en parte de los
sueros sanguineos evaluados respectivamente. Sin embargo, tomando como base la obtencion
de valores de coeficientes de variacion concordantes con las especificaciones del fabricante
del sistema de medicion y el hecho de que no se presentaron variaciones que afectaran la
propiedad cualitativa de reactividad de las muestras, pueden aceptarse los sueros como item
de ensayo del Programa de Evaluacion Externa del Desempefio del Tamizaje de la
Enfermedad de Chagas.

Las diferencias existentes entre las medias del conjunto de datos obtenidos previo a la
distribucion de los materiales del PEEDCH y del conjunto de datos derivados del andlisis
realizado posteriormente, evaluadas en comparacion con una fraccion del error maximo
permisible y mediante el estadistico t, indicaron que algunos sueros sanguineos no
presentaban una estabilidad suficiente en términos cuantitativos. No obstante, al considerar la
experiencia adquirida en el CNRP en cuanto al manejo y conservacion de este tipo de matriz,
asi como la ausencia de cambios significativos en cuanto a la propiedad cualitativa de
reactividad del item de ensayo, es posible aceptar el grado de estabilidad evidenciado para el
uso previsto.
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VIll. RECOMENDACIONES

Tomando en consideracion el hecho de que se empled el valor del error méximo permisible
(6g) reportado por el fabricante como base para aplicar los criterios de evaluacion de las
revisiones de homogeneidad y estabilidad, se recomienda que para futuras determinaciones de
estos parametros se utilice el valor derivado de la evaluacion de precision que se realice como
parte del proceso de verificacion del método ARCHITECT Chagas que se tiene previsto. De
esta manera, podrian evaluarse la homogeneidad y estabilidad del item de ensayo con respecto
al pardmetro de desempefio de la metodologia establecido bajo las condiciones especificas del
Laboratorio de Enfermedad de Chagas del CNRP.

En estrecha relaciébn con la precision de la técnica, podria evaluarse el rango de
concentraciones del analito que rodean al punto de corte, el cual se ha denominado intervalo
Cs-Cgs. El establecimiento de dicho intervalo para el método ARCHITECT Chagas permitiria
conocer las lecturas de S/CO para las que se puede esperar obtener resultados
consistentemente negativos o consistentemente positivos, informacion que formaria parte de
los criterios a considerar para la seleccidn del item de ensayo.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Etiqueta para identificacion de caja para almacenamiento de submuestras
correspondientes a la revision de homogeneidad.

22 INCIENSA

Centro Nacional de Referencia de Parasitologia

item de ensayo
Programa de Evaluacion Externa del Desempeno del
Tamizaje de la Enfermedad de Chagas

Muestras para prueba de Homogeneidad
Alicuotas No. 1y No. 2 por muestra

Fecha(s) de elaboracién de alicuotas:
2018-07-19 a 2018-07-23
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Anexo 2. Férmulas para la revision del parametro de homogeneidad. Fuente: INTECO
(2016).

La estimacién de la desviacion estandar dentro de las muestras (sy) y la desviacién estandar
entre muestras (ss) para el caso comun de disefio en el que se preparan dos porciones o
submuestras a partir de cada item de ensayo, puede realizarse mediante la aplicacion de las
siguientes formulas.

1. Definicién del promedio de los items de ensayo analizados.

7 = (xe +x:2) (Férmula 1)
t 2

2. Estimacion de la amplitud entre las porciones de ensayo (submuestras).

We = |xr.1 - xt,zl (Férmula 2)

3. Calculo del promedio general.

=il

19
= —Z Xt (Férmula 3)
g t=1

4. Estimacion de la desviacion estandar de los promedios muestrales.

1 9 )
Sg = jmzt:l(xt —Xx)? (Férmula 4)

5. Estimacion de la desviacion tipica dentro de las muestras.

(Férmula 5)

Las sumas en las formulas 3, 4 y 5 son con respecto a los items de ensayo (t=1, 2, ..., 9).

6. Estimacion de la desviacion estandar entre muestras.

5%
s.= |max|0,s2 —— ,
g Y2 (Férmula 6)
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Nota: La estimacion de la varianza entre muestras s2 puede resultar en un valor negativo
cuando s es relativamente menor que s,. Esto pude esperarse cuando los items de ensayo son
muy homogéneos. En este caso, Ss = 0.
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Anexo 3. Etiqueta para identificacion de caja para almacenamiento de submuestras
correspondientes a la revision de estabilidad.

4% INCIENSA
Centro Nacional de Referencia de Parasitologia

item de ensayo
Programa de Evaluacion Externa del Desempeiio del
Tamizaje de la Enfermedad de Chagas

Muestras para prueba de Estabilidad
Alicuotas No. 1 y No. 2 por muestra

Fecha(s) de elaboracién de alicuotas:
2018-09-11 a 2018-09-14
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