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Resumen

El sindrome antifosfolipidos es una enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de
trombosis y morbilidad durante el embarazo. El diagnostico por laboratorio se basa en
demostrar la presencia de anticoagulante lGpico (AL), anticuerpos anticardiolipina (aCl) y
anticuerpos anti 2 glicoproteina 1 (B2GP1).

El presente trabajo tiene como objetivo verificar el desempefio analitico de anticuerpos aCl y
anti B2GP1 de tipo IgA, IgM, e IgG determinados mediante Inmunoensayo Adsorbente Ligado
a Enzimas de tipo colorimétrico y de acuerdo a las guias EP15-A2 del CLSI y de la Entidad
Mexicana de Acreditacion (EMA).

La precision inter corrida obtenida durante los cinco dias de andlisis fue menor al 10% en cada
una de las tres inmunoglobulinas tanto en el nivel bajo como en el alto, (excepto nivel bajo de
anticuerpos aCl I1gA con 11.9%); en ningun caso se encontrd diferencias significativas entre la
precision del inserto y la obtenida experimentalmente. Mientras que el ensayo de veracidad
muestra que los porcentajes de recuperacion de las pruebas fueron de 94-99% para anticuerpos
anti B2GP1 y de 95-122% para anticuerpos aCl (nivel alto de IgA con 72%). Se observé un
coeficiente de correlacion r de al menos 0.99 en todas las pruebas (aCl IgA con 0.984). Se
encontré un %CV total menor al 20% durante el 2017 en ambos analitos. Las reglas
establecidas con ayuda de los graficos OPSpecs fueron: 1,5 para anticuerpos aCl IgG y 135
para anticuerpos anti B2GP1 IgA, 1gG e IgM. Los resultados de verificacion para la marca
EUROIMMUN vy los correspondientes al control de calidad son aceptables para la acreditacion

de estas pruebas bajo la norma 1SO 15189.

Palabras clave: Sindrome antifosfolipidos, veracidad, precision, coeficiente de variacion,

verificacion.



1. Introduccién

Existe un amplio numero de desordenes relacionados con la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos (afl), los cuales han sido punto de interés y abordaje de diversas disciplinas

como lo son la Inmunologia, Hematologia, Obstetricia, Reumatologia, entre otras.

El sindrome antifosfolipidos (SAFL) es una enfermedad multisistémica autoinmune
caracterizada por trombosis venosas y/o arteriales, morbilidad en el embarazo y presencia de
afl, incluyendo: AL, anticuerpos anti B2GP1 y anticuerpos aCI*'®. Los afl representan un grupo
heterogéneo de anticuerpos dirigidos contra un gran ndmero de fosfolipidos y complejos
fosfolipido-proteina. La principal proteina reconocida de caracter antigénico es la [2
glicoproteina 1, la cual junto con la protrombina representan mas del 90% de la actividad de
unién con anticuerpos en pacientes con SAFL? La determinacién de anticuerpos aCl y anti
B2GP1 mediante ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas) representa un gran

reto en el laboratorio clinico debido a la gran variabilidad en los resultados®”.

Por otra parte, los laboratorios clinicos son esenciales para el diagnoéstico de diversas
patologias, sus actividades van desde la preparacién del paciente hasta la validacién y reporte
de resultados. Deben contar con estrategias de control de calidad interno que permitan vigilar
la variabilidad del sistema analitico para cualquier prueba que se realice. Sin embargo, las
guias actuales no realizan recomendaciones o estrategias de como monitorear la variabilidad
de anticuerpos aCl y anti B2GP1> 7 asi como tampoco existe ningn valor méximo permitido
sobre veracidad y error total que pueda ser implementado en el anélisis estadistico de los

resultados.

Una forma en que el laboratorio puede demostrar calidad y confiabilidad en sus servicios es
mediante la acreditacion bajo la norma ISO 15189 “Laboratorios clinicos requisitos de la
calidad y competencia”, un estandar internacional que contiene los requerimientos necesarios
de competencia técnica y gestion de calidad®. Mediante esta norma y su equivalente mexicana
(NMX-EC-15189-EC-IMNC-2015) el laboratorio busca la acreditacion, una herramienta que



permite asegurar que se emiten resultados clinicamente relevantes. En México la acreditacion

de los laboratorios clinicos y bancos de sangre se realiza a través la EMA.

Uno de los requisitos establecidos en la NMX-EC-15189-EC-IMNC-2015 es el punto 5.5.1.2,
donde establece que: “el laboratorio debe realizar la verificacion de métodos desarrollados por
el fabricante para confirmar las caracteristicas del desempefio antes de ser usadas de manera
rutinaria”. Los protocolos disponibles de como realizar la verificacion de métodos

cuantitativos se describen en las guias de la EMA y en diversos documentos del CLSI.

Mediante el proceso de verificacion se obtienen datos acerca del desempefio en condiciones
particulares del laboratorio y luego se comparan con las especificaciones del fabricante y los
requerimientos de calidad para asegurar que los resultados son confiables y clinicamente

Gtiles®.



2. Antecedentes

El SAFL se define como una trombofilia autoinmune adquirida, su diagnostico requiere
fundamentalmente la evidencia de trombosis 0 morbilidad obstétrica asi como la presencia de

afl realizada al inicio y confirmada posteriormente™.

Las primeras determinaciones se realizaban mediante radioinmunoanalisis™® y fueron
sustituidas por técnicas de ELISA en fase solida, facilitando la investigacion y estudios
clinicos™. Desde que ésta metodologia fue introducida con fines diagndsticos se han descrito

variaciones significativas inter corrida e inter laboratorios **.

Las caracteristicas de desempefio analitico minimas para cualquier proceso que permiten tener
un adecuado control de calidad planificado son: imprecision y sesgo, brindando informacion
acerca del desempefio en condiciones estables y con ello identificar cuando es que un proceso

se encuentra dentro de su variabilidad natural y cuando no®.

La verificacion de métodos es parte del proceso de acreditacion del laboratorio clinico
mediante la norma ISO 15189. Este procedimiento se realiza con el objetivo demostrar que el
sistema se desempefia de acuerdo a las especificaciones declaradas por el fabricante. De
acuerdo con la EMA, en México existen hasta la fecha 91 laboratorios acreditados en la
disciplina de Inmunologia'®. Sin embargo, muy pocos en la determinacion de afl, ademés no
existe ningun proveedor de ensayos de aptitud en el pais que ofrezca el control externo de
estos analitos ni controles de tercera opinién, motivo por el cuél no existe informacion acerca

del desempefio local para estas pruebas.

Unicamente programas internacionales como el ofrecido por el RCPA QAP (Royal College of
Pathologists of Australasia Quality Assurance Program) ofrecen un control externo de afl y
una manera de conocer el desempefio real para el resto de laboratorios que no participan en

estos programas es mediante el proceso de verificacion.



3. Justificacion

La verificacion de métodos y la planificacion del control de calidad interno son procesos
importantes en el laboratorio clinico que permiten conocer el desempefio real de las pruebas,
tener criterios de aceptacion o rechazo de resultados, mejorar la deteccion de errores,
disminuir el ndmero de reprocesos y son parte de los requisitos para el proceso de
acreditacion. Un adecuado control de calidad estadistico brinda la seguridad de que los

resultados son adecuados para el cuidado del paciente.

Las guias nacionales e internacionales recomiendan que el usuario debe realizar una
evaluacion para verificar que los resultados son conformes con el desempefio declarado por el
fabricante antes de utilizar un nuevo método o equipo de diagndstico. Por otra parte, los
métodos analiticos actuales por ELISA presentan gran variabilidad inter e intra corrida en la
determinacion de anticuerpos aCl y anti f2GP1.

Las determinaciones de anticuerpos aCl y anti f2GP1 en el laboratorio de Inmunologia del
Instituto Nacional de Pediatria se realizan de manera cuantitativa y la interpretacién se basa en
un punto de corte, lo que representa un reto al realizar procedimientos de verificacion y
control de calidad para este tipo de pruebas debido a la diferencia con métodos cuantitativos
tradicionales. Este trabajo pretende realizar el proceso de verificacion y establecer criterios de

aceptacién adecuados para el control de calidad interno.



4. HipoOtesis

La verificacion de anticuerpos aCl y anti B2GP1 en el equipo Analyzer 1-2P de la casa
comercial EUROIMMUN permitira tener conocimiento del desempefio real y ayudard a
establecer limites aceptables en el control de calidad interno dentro del laboratorio de
Inmunologia, permitiendo obtener resultados confiables para el diagnéstico del sindrome

antifosfolipidos.



5. Marco tedrico

5.1 Concepto de calidad

El objetivo fundamental del laboratorio clinico es proporcionar resultados confiables y
clinicamente relevantes para el diagnostico y tratamiento de enfermedades. Los resultados
impactan directamente en el cuidado de la salud, resultados inexactos pueden traducirse en
retrasos en el diagndstico, tratamientos incorrectos y repeticion innecesarias de pruebas, lo que

incrementa tiempo y costos™®.

La calidad se puede definir como el grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes
de un objeto cumple con los requisitos'’. Mientras que un concepto diferente de acuerdo a
Joseph Moses Juran es: aptitud para el uso o adecuacion al uso, es decir, las caracteristicas del
producto que resultan adecuadas para el usuario final; conformidad al uso no a las
especificaciones®.

Algunas de las normas méas importantes para llegar a un correcto funcionamiento y tener plena

confianza en la calidad delos resultados de un laboratorio clinico son:

% Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011; de caracter obligatorio.

% Norma ISO 9001/NMX-CC-9001.IMNC-2015, para la certificacion del sistema
de gestion de calidad; de caracter voluntario.

% Norma ISO 15189:2012/ NMX-EC-15189-IMNC-2015, para la acreditacion y

requisitos de competencia técnica; de caracter voluntario.

5.3.1 Certificacion
Actualmente se realiza bajo la norma ISO 9001:2015/NMX-CC-9001-IMNC-2015, la cual es
una norma ‘“genérica” que es aplicable a cualquier tipo de organizacion, ya que evalta

Gnicamente el sistema de gestion de calidad®® (SGC). La certificacion se define como:

“Procedimiento mediante el cual una tercera parte da garantia que un producto,

1

proceso o servicio es conforme con requisitos especificados.’



5.3.2 Norma 15189 y requisitos de gestion

La norma ISO 15189:2012 y su equivalente mexicana NMX-EC-15189-IMNC-2015
“Requisitos de la calidad y la competencia” tienen el propdsito de dar mejores estrategias de
manejo de la calidad, acreditacion del SGC, competencia técnica y confiabilidad en los

resultados emitidos® (Figura 1). Esta norma abarca aspectos como:

+» Fase pre examen, fase de examen y fase post examen.
% Variabilidad bioldgica, relevancia médica.

% Verificacion de métodos e incertidumbre.

+«»+ Control de calidad.

« Certificacion y sistema de gestion.

Frapenicion ded

9Se
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Figura 1. Procesos del laboratorio involucrados en el sistema de gestion de calidad.
Fuente: Organizacién Mundial de la Salud. (2016). Sistema de Gestion de calidad en el laboratorio.

Un sistema es una serie de funciones o actividades que trabajan juntas para cumplir su
objetivo®. El modelo fundamental de un sistema de gestion de calidad es el ciclo PHRA? que

se resume de la siguiente forma:

% Planificar: Mediante protocolos o planes empleando estadistica.
%+ Hacer: Ejecucion del plan.

+ Revisar: Comprobar que se ha alcanzado el objetivo o la mejora.
« Actuar: Establecer estrategias de prevencion.



5.3.3 Acreditacion
El proceso quiza mas dificil es el conseguir la acreditacion bajo la norma 1ISO 15189:2012 o su
equivalente mexicana la NMX-EC-15189-IMNC-2008; la cual se define como:

“Procedimiento mediante el cual un organismo autorizado da reconocimiento formal que una

organizacion o individuo es competente para llevar a término tareas especificas”

Mediante la acreditacion se reconoce la competencia técnica de la organizacion para realizar
ensayos definidos, por esto, la acreditacion del laboratorio es un proceso con mayor exigencia

en requisitos técnicos que la certificacion.

Ventajas de la acreditacion

Algunas de las ventajas mas importantes del proceso de acreditacion®® son:

++ Demostrar de manera objetiva la competencia técnica y el cumplimiento del SGC.
¢+ Mejorar las ventajas competitivas en el mercado y la calidad de examenes clinicos.

¢+ Aumentar la confianza de los clientes en procesos y resultados.

X/
o

Incrementar utilidades y reducir los costos de la no calidad.

Requisitos de acreditacion
La evaluacion por parte del organismo acreditador tiene que cubrir generalmente los siguientes

puntos:

¢+ Competencia técnica del personal del laboratorio.

% Apropiada verificacion de los métodos de prueba.

¢+ Revision del historial clinico y resultados previos de pacientes.

¢+ Trazabilidad de calibradores a estandares de referencia.

+¢+ Calibracién y mantenimiento de equipos.

% Control y aseguramiento de la calidad.

% Procedimientos para el uso de laboratorios de referencia asi como centros de alta

especialidad.



5.4 Verificacion de pruebas cuantitativas

De acuerdo con el numeral 5.3.1.2 de la NMX-EC-15189-IMNC-2015, “el laboratorio debe
verificar una vez instalado y antes de su uso, que el equipo es capaz de alcanzar el desempefio
necesario y si es que cumple con los requisitos pertinentes para su uso previsto”. Es decir,
confirmar mediante evidencia objetiva que se han cumplido las especificaciones declaradas
para el procedimiento.

Las caracteristicas a verificar deben de ser aquellas que son relevantes para el uso previsto de
los examenes. La guia EP15-A2 publicada por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) y la “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examenes
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico” emitida por la EMA, son aceptadas para

propdsitos de acreditacion. Dos de los conceptos méas importantes a ser verificados son:

Precision: Proximidad entre valores obtenidos en mediciones repetidas de un mismo
objeto bajo condiciones especificas®*. Usualmente se expresa en términos de

desviacion estandar tipica (DE), coeficiente de variacion (CV) o varianza (S%).

Veracidad: Sesgo o BIAS, se define como la concordancia entre la media aritmética

de un nimero de resultados y el valor aceptado como verdadero?.

5.4.1 Guia de la Entidad Mexicana de Acreditacion
Evaluacién de la Precisiéon

Pueden aplicarse cualquiera de las dos opciones siguientes:

1.- Realizar 20 determinaciones en la misma corrida (precisién intra serie o intra
corrida) o en el transcurso de 24 horas (intradia) de un material control o muestras de
pacientes de valor conocido o no.

2.- Utilizar 20 valores obtenidos uno por dia de una misma muestra de paciente o

material de control interno del mismo lote (inter corrida).

Criterio de aceptacion
La DE obtenida debe ser menor a la declarada por el fabricante, en caso de que ocurra lo

contario, el laboratorio tendra que aportar evidencia objetiva de que no existe diferencia



estadisticamente significativa. De acuerdo a CLIA (Clinical Laboratory Improvement
Amendments), la DE intra corrida debe ser menor o igual al 25% del Error Total maximo

permitido (ETa) y la DE inter corrida menor o igual a 33% del Eta®.

Evaluacion de la Veracidad
a) Valoracion por célculo de error relativo y porcentaje de recuperacion. El porcentaje
de recuperacion y de error relativo se obtienen mediante las siguientes formulas:

[(Valor real — Valor de la medicion )]

% de error relativo = l l * 100

Valor real

Valor obtenido

% recuperacion = ] * 100

Valor de referencia
El valor obtenido debe ser menor o igual al reportado en el inserto por el fabricante en
ambos casos.

b) Evaluacién de la veracidad mediante estudios de comparacion de métodos. Este
protocolo es empleado para estimar el error sistematico, se analizan muestras de pacientes
por dos métodos diferentes, uno es el método de prueba y el otro de referencia o de
comparacion®.

c) Estudios de comparacion inter laboratorios. Los valores asignados por consenso en
programas de ensayos de aptitud a muestras de control pueden ser utilizados para la

determinacion de la veracidad de la medicion.

Evaluacion de linealidad

Se evallan muestras de valor conocido y de concentracion alta, a partir de la cuales se realizan
diluciones. La linealidad se obtiene al trazar la mejor linea recta que toque la mayor cantidad
de puntos?’. El procedimiento consiste en preparar 5 diluciones (4 diluciones es aceptable) a
partir de materiales de referencia certificados, calibradores o sueros de pacientes con

concentraciones altas y bajas (Ver Anexo 1).
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5.4.2 Documento EP15-A2 “Guia del usuario para verificacion de precision y veracidad”
Este documento se usa cuando en el laboratorio se establece un método analitico y se desea
verificar su desempefio antes de ser usado con muestras de pacientes, aunque también puede
ser usado para verificar el desempefio después de haber realizado acciones correctivas o

cuando no fue aprobado algn examen de aptitud®® %,

Verificacion de la precision

El protocolo provee métodos estadisticos para verificar precision intra corrida o repetitibilidad
Sr ( medida cuantitativa del grado de dispersion entre replicados cuando son analizados en
idénticas condiciones o dentro de una misma corrida) y la precisién dentro del laboratorio S,
(medida cuantitativa del grado de dispersion entre replicados cuando son analizados en un

periodo largo de tiempo), refleja la precision acumulada y de diferentes fuentes de error.

Precision intra corrida Sr
Analizar en una corrida por dia, tres replicados de cada uno de dos niveles de material de

control durante 5 dias. Se calcula mediante la siguiente formula:

ZZ=1 Z?:l(Xdl - X_d )2

Sr = D(n—1)

Donde:

D= Numero total de dias (cinco)

n= Numero total de replicados (tres)

Xgi= Resultado de replicados por dia (3 replicados) y

X 4= Promedio de todos los resultados por dia d

Precision intra laboratorio Sl
Calcular la varianza (Sy?) para las medias diarias mediante la siguiente formula:

¥2_\(%y — X)°

S5 = D—1

Donde:
X, = Promedio de todos los resultados por dia d (X; es el promedio para el dia 1) y

X = Promedio de todos los resultados.
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Calcular finalmente Sl con la siguiente formula:

S, = x S2 4 S2

Donde:

n = ndmero de replicados por corrida (tres).

Si la precision del fabricante esta declarada en términos de coeficiente de variacion se
convierte en desviacion estandar:
SD, = CV%, * X
SD; = CV%; * X
Donde:
CV%,-= repetibilidad (coeficiente de variacion intra corrida) declarada por el fabricante.
CV%;= coeficiente de variacion intra laboratorio o coeficiente de variacion total declarada por el

fabricante.

Criterio de aceptacion
Si Sr y Sl son menores que SDr y SDI respectivamente, se demuestra que la precision es
consistente con la declarada en el inserto, de lo contrario se debe verificar si existen

diferencias estadisticamente significativas (Ver Anexo 2).

Veracidad
La evaluacion de la veracidad se puede realizar mediante:

a) Comparacion de resultados de muestras de pacientes con otro procedimiento de
medida. Mediante este procedimiento se evitan varios artefactos presentes en los
materiales de referencia. El procedimiento asegura la habilidad del laboratorio de
emitir resultados equivalentes no importando el método analitico utilizado.

b) Porcentaje de recuperacion a partir de materiales de referencia. Este método es
mas conveniente para la verificacién después de un procedimiento de calibracion o
cuando no es aprobado algun ensayo de aptitud. Pueden obtenerse de diversas fuentes:

1) obtenidos de alguna organizacion internacional, 2) del proveedor para verificar
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veracidad, precision o control de calidad, 3) obtenidos de programas de comparacion
inter laboratorios (Ver Anexo 3).

5.5 Control de calidad estadistico

El inicio del control de calidad estadistico de calidad tiene sus inicios gracias a Walter A.
Shewnhart®. El objetivo de una carta de control es obtener una respuesta a partir de valores
conocidos de una muestra control. En la Figura 2 se observa una distribucion normal o
Gaussiana, donde el 68% de datos se encuentran dentro de la media + 1DE; 95.5% + 2DE y el
99.7% + 3DE, es decir, s6lo un 32 %, 4.5% y 0.3% de valores estardn fuera de + 1DE, 2DE y
3DE respectivamente.

/ )
= | 25D A A
- S A
K X H?mi\i +—t ’ui/} :\:\./:\:/:: T T T e e e
\l - ¥ \\1.0/ 15 20 25 30

\ -3SD

Figura 2. Distribucién gaussiana normal de un material de control. A) Histograma B) Gréfico de control,

permite visualizar méas facil y rapido el comportamiento de los datos alrededor de una media.

5.5.1 Guia del CLSI C24 A2

Se han desarrollado diversas metodologias para llevar a cabo un procedimiento de control
estadistico satisfactorio, como el sistema multi reglas de Westgard, asi como la guia del CLSI
C24 A2. Esta ultima describe los principios y definiciones para el manejo del proceso
estadistico de calidad teniendo en cuenta las necesidades médicas.

Planificacién de un sistema estadistico de control de calidad
Para realizar un control de calidad estadistico completo de acuerdo al documento C24 A2, es

necesario planificar el propio proceso de control*}; lo cual implica los siguientes pasos:

+«» Definir los requisitos de calidad para cada prueba.

++ Determinar las caracteristicas de desempefio en condiciones estables.
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+ Identificar la mejor estrategia candidata de control.
¢ Especificar las metas deseables del desempefio para el plan de control.
¢+ Seleccionar la estrategia de control de calidad cuyo rendimiento previsto cumpla o

exceda los objetivos de rendimiento del control de calidad.

Requisito de calidad y metas analiticas
Un requisito de calidad puede ser definido en términos de ETa*’. EI ETa es el Error maximo
que puede ser aceptado para una prueba especifica sin invalidar la calidad del resultado. Es un

concepto que engloba tanto error sistematico como aleatorio, es decir sesgo e imprecision®,

Determinacion del desempefio del método
Al estimar éstos parametros podemos establecer el desempefio estable particular del

laboratorio.

Estrategias de control
Una estrategia de control se basa en definir qué materiales control seran usados, qué tantas
muestras control seran analizadas, en qué lugar de la corrida seran colocadas, cuando y cuéles

reglas seran aplicadas a los resultados de control.

Longitud de la corrida analitica

La corrida analitica es el intervalo (periodo de tiempo o una serie de mediciones) dentro del
cual la exactitud y precision del sistema de medida se espera que sean estables. La longitud de
la corrida analitica determina el nimero de muestras de control y el tiempo de analisis entre
cada una de ellas. No existen metodologias bien establecidas para determinar la longitud de

una corrida analitica.

Frecuencia y localizacion de las muestras de control
Las muestras control deben de ser analizadas al menos una vez durante cada corrida analitica.
Aln existe controversia y no hay métodos estandarizados para establecer la frecuencia de

corrida de control. La norma 1SO 15189 Gnicamente menciona lo que hay que hacer sin decir a
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detalle cémo realizarlo. Por otro lado, de acuerdo a CLIA, el laboratorio debe tener
procedimientos de control que monitoricen la precision y veracidad del proceso analitico®.

Localizaciéon del material de control
El analista debe determinar la localizacion de las muestras dentro de la corrida analitica,

considerando el tipo de errores que pudieran ocurrir:

% Numero pequefio de muestras. Los controles pueden colocarse al final o la mitad
la corrida para detectar cambios en las muestras de pacientes.
% Numero grande de muestras. Una longitud apropiada es en ciertos intervalos de

tiempo donde las muestras de control se analizan al inicio de la corrida.

Control multi reglas

Algunos criterios de decision pueden usarse, la mayoria asumiendo una distribucion gaussiana
normal (Figura 3). Las reglas de control deben detectar errores sistematicos y aleatorios;
generalmente se usa la regla 135 y Rys para detectar errores aleatorios, mientras que los erorres
sistematicos pueden detectarse con la regla 25, 0 al observar de 4 a 12 datos del mismo lado

de la media.

Datos de Control
de la Calidad

Informar Resultados

Accidn Correctiva

Figura 3. Aplicacion de reglas de Westgard. Primero se revisa si los resultados se encuentran dentro de 2
desviaciones estandar y en tal caso informan los resultados, de lo contrario se procede revisando como se indica
en la figura.

Fuente: Westgard, James O. (2013). Précticas basicas de control de calidad. Capacitacidn en control estadistico

de la calidad para laboratorios clinicos. Edicion Wallace Coulter. Madison WL.
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Deteccion de errores y probabilidad de falso rechazo

La ventaja del uso de un sistema multi reglas es que permite tener una baja probabilidad de
falsos rechazos (Pfr) y mantener una alta la probabilidad de deteccion de errores (Pde). En
resumen, se debe evitar el uso de la regla 1,5 y comenzar a usar reglas alternativas como 13 s,
135 y 1,55 pues poseen baja Pfr. Una sola regla puede ser suficiente para tener una adecuada
deteccion de errores y baja probabilidad de falso rechazos.

El objetivo es tener un esquema que permita al menos el 90% de deteccidn de errores y 5% o
menos de falsos rechazos. Los sistemas analiticos actuales son muy estables que podrian tener
buenos resultados con reglas con una Pde de 50%. Usando la regla 1,5 se puede obtener
informacidn acerca de cuando es que el sistema se aproxima a una situacion fuera de control,

sin embargo, si se usa como regla de rechazo causa una alta tasa de falsos rechazos.

Condiciones fuera de control

Si los resultados de control se encuentran dentro de los limites establecidos, se pueden validar
e informar los resultados, de lo contrario se debera corregir la condicion fuera de control y
revisar que el problema esta resuelto antes de informar resultados de pacientes. Existen malas
préacticas sobre qué hacer cuando un resultado de control se encuentra fuera de los limites

permitidos como se menciona a continuacion®:

Repetir el control: Repetir el control es evidenciar que no confiamos en los resultados
de pacientes. Si se planificé el control de calidad correctamente teniendo en cuenta la
calidad necesaria para cada prueba, entonces la probabilidad de falso rechazos deberia
ser baja mientras que la probabilidad de deteccion de errores deberia ser alta. Repetir el
control es una practica que no tiene sentido. La cuestion es que al repetir un control,
este puede “caer” dentro de los limites y parecer un resultado valido, pero lo que
ocurrira sin darse cuenta es que se pospone la presentacion de un problema.

Analizar un nuevo control: Otra mala practica es asumir que el control es el
responsable de la condicion fuera de control sin haber hecho un analisis antes y

descartar otras opciones.
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Aunque es cierto que aspectos como controles cerca de su fecha de caducidad, de poco
volumen remanente o de mal manejo (almacenamiento, reconstitucion) pueden atribuirseles el
motivo de resultados fuera de limites y no tendrian que involucrarse otras partes del sistema
analitico, sin embargo, si el laboratorio tiene estandarizado estos procedimientos, la

probabilidad de que éstas sean las causas de resultados fuera de control es pequefia.

Causas de error sistematico.
Usualmente las causas de un error sistematico son mas faciles de resolver que los de tipo

aleatorio, las principales causas de error sistematico son:

>

+«+ Cambios de lote reactivo y/o calibrador.

L)

¢+ Degradacion del calibrador.
++ Condiciones inadecuadas de almacenamiento/preparacion de reactivos, calibradores y

controles.

X/
°

Volumen dispensado por pipetas mal calibradas.

¢ Energia de lamparas de medicion.

Causas de error aleatorio

Las causas de errores aleatorios pueden ser:
+«+ Cambios de voltaje.
¢+ Burbujas al momento del pipeteo.

+¢+ Incorrecta homogenizacién de reactivos.

L)

+ Temperaturas de incubacion inadecuadas.

¢+ Variaciones por cambios de analistas.

En ocasiones este tipo de errores aparece y desaparece sin que el analista haya hecho nada
especial y en estos casos es recomendable realizar un ensayo de verificacion de precision.
Cada situacion fuera de control resuelta debe registrarse, asi como la accion correctiva y de ser
posible desarrollar guias que faciliten la prevencién de eventos futuros para ser resueltos sin

contratiempos.
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Programas de comparacion inter laboratorio

La participacion en un programa inter laboratorio proporciona un mecanismo eficaz para
complementar los programas de control de calidad interno. Genera una base de datos con la
informacidn de los laboratorios participantes, se forman grupos que comparten caracteristicas
similares y proporciona informacion estadistica, que puede usarse para definir:

X/

¢+ Imprecision intra laboratorio e inter laboratorio.

X/

¢+ Sesgo del laboratorio respecto a un grupo par.

*

++ Relacién entre imprecision y sesgo relativo a los requisitos medicos.

5.5.2 Métrica Six Sigma

La métrica Six Sigma es una técnica de gestion de la calidad ampliamente aceptada, que en
resumen se basa en la eliminacion de defectos, especificamente determina el nimero de
defectos que ocurren por millon de resultados u oportunidades en un proceso (DPMO o
simplemente DPM). Este concepto tiene la finalidad de evaluar la calidad analitica mediante la
precision y exactitud observada y permite al laboratorio asegurar que los resultados de los

métodos de ensayo cumplan con los estandares de calidad minimos®’.

Generalmente se asume que los errores se presentan en un 62% en la fase pre analitica, 15%
en la analitica y 23 % en la post analitica®. Los errores en las fases pre y post analitica
generalmente se cuantifican en porcentajes e indicadores y se eliminan mediante acciones
correctivas, mientras que en el proceso analitico se evallan pardmetros como precision y

veracidad®,

En todo proceso de medicion existe cierto grado de error y los resultados del laboratorio no
son la excepcion. Razon por la cual existen en la literatura ETa para que el laboratorio pueda
administrar y gestionar el error de cada prueba, es decir el error puede estar presente en
cualquier momento y es responsabilidad del personal mantenerlo monitoreado y controlado®.

El valor de sigma indica con qué frecuencia es probable que se produzcan defectos, cuanto
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mayor es el valor de sigma, es menos probable que se presenten defectos en el proceso. El

rendimiento analitico de las pruebas se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

Sigma: (ETa - BIAS) / CV

5.6 Sindrome anti fosfolipidos

El término “anticuerpos antifosfolipidos” se usa para englobar a todos aquellos anticuerpos
determinados por ELISA y mediante la prueba de AL. Las primeras descripciones acerca de
las manifestaciones hematoldgicas y trombofilicas que definieron el sindrome antifosfolipidos
fueron realizadas por Hughes*® en 1875. Algunos de los aspectos histéricos més relevantes se

resumen en la Tabla 1.

5.6.1 Patogénesis

Es sabido que los afl reaccionan en contra de proteinas de unién en vez del fosfolipido sélo,
siendo la B2GP1 el auto antigeno mas importante®®. La B2GP1 es una de las proteinas mas
abundantes del plasma humano, es producida en grandes cantidades por el higado y la
placenta, sin embargo, no se conoce completamente su funcién fisiolégica®. Muchas
evidencias sefialan que los afl median la activacion de la coagulacion in vivo en modelos

animales®.

Algunos mecanismos propuestos son: 1) interaccion de afl con células endoteliales mediante la
union a la B2GP1 2) sobreexpresion de factor tisular en células endoteliales y monocitos,
adhesion leucocitaria y sintesis de citocinas 3) agregaciéon plaquetaria inducida por el
reconocimiento de afl contra proteinas de superficie plaquetaria 4) interferencia de afl con la
cascada de coagulacion mediante la inhibicion de mecanismos anticoagulantes naturales
(proteina C, anexina V), inhibicion de la fibrindlisis, activacion plaquetaria, celulas
endoteliales y monocitos™ °" *%. La primera teoria o “primer hito” ha sido sugerida como
explicacion del por qué existe trombosis ocasionalmente a pesar de la presencia persistente de

59, 60

afl, lo que incrementa el riesgo trombofilico y por qué el trombo se presenta en un
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segundo evento o “segundo hito” desencadenado por procesos inflamatorios principalmente

aquellos relacionados con infecciones (Figura 4).

Tabla 1

Principales hechos histéricos en la descripcién del sindrome anti fosfolipidos.

Wasserman, 1906

Descubri6 anticuerpos que denomind “reaginas” las cuales reaccionaban
en contra de antigenos de células fetales hepéaticas de pacientes con
sifilis congénita®.

Landsteiner, 1907

Aisl6 de corazon bovino el mismo antigeno que Wasserman,
implementando colesterol y lecitina®.

Pangborn, 1942

Le da nombre de “cardiolipina” al fosfolipido aislado a partir de corazén
de res®.

Moore, 1946

Describe casos de pacientes con VDRL falsamente positivos secundarios
a infecciones virales, administracion intravenosa de drogas Yy
enfermedades autoinmunes™®.

Conley y Hartmann,
1952

Introducen el término anticoagulante lGpico para designar un inhibidor
que alargaba las pruebas de coagulacién en pacientes con LES®.

Alarcén-Segovia, 1964

Describen casos de pacientes con eventos tromboticos, enfermedad
vascular periférica, LES y prueba de VDRL falsamente positiva®.

Hughes, 1975

Describe en un grupo de pacientes con meningitis, LES y serologia falsa
positiva para VDRL como sindrome anti cardiolipinas*’*

Harris, 1983

Reemplazan el método de aglutinacion para VDRL por un método de
ELISA para la determinacién de cardiolipinas y describen su hallazgo en
otras patologfas autoinmunes ademés de LES®.

Galli y McNeil, 1990

Se descubre que la unién de anticuerpos anti cardiolipina a un antigeno
requiere a la p2GP1 como cofactor de union®.

Asherson, 1992

Describié una forma grave o catastréfica de ésta enfermedad
manifestada como coagulacion diseminada en vasos pequefios que
evolucionan rapidamente a falla organica maltiple®.

8° Simposio, 1998,
Sapporo, Japon

Se establecen los primeros criterios diagnosticos del SAFL®.

Sozos Loizou y cols

Estandarizan un método de ELISA para cuantificar anticuerpos anti
fosfolipidos®.

Congreso 2006

Se establece como criterio diagnéstico™ la prueba de anticuerpos anti
B2GP1.

Estudios in vitro han demostrado que los afl reconocen la B2GP1 expresada en membranas de

células endoteliales causando alteracién celular y generando un fenotipo pro coagulante y pro

inflamatorio®’. Este fenotipo pro coagulante puede deducirse por la demostracion de: 1)

aumento de la expresion del factor tisular, 2) induccion de la apoptosis celular y 3)
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disminucion de la actividad de mecanismos anticoagulantes, es decir disminucion de la

activacion de proteina C y S, 4) secrecion de citocinas pro inflamatorias®.

Figura 4. Mecanismo de formacién de trombo mediado por anticuerpos afl. La interaccién de afl con células
endoteliales mediante la B2GP1 media la formacién del trombo por aumento de la expresion de factor tisular,
activacion del complemento e inhibicion de proteinas anticoagulantes.

Fuente: Meroni PL, Borghi MO, Raschi E et al. (2011) Pathogenesis of antiphospholipid syndrome:
understanding the antibodies. Nat Rev Rheumatol 7:330-339.

5.6.2 Epidemiologia

La prevalencia de afl en la poblacién es de 1y 5%, la cual aumenta con la edad®®. EI SAFL es
mas frecuente en mujeres con una razén de 1 mujer por cada 7 hombres cuando esta asociada
a Lupus. Mientras que la incidencia se encuentra en 5 casos nuevos por cada 100,000
habitantes/afio y la prevalencia entre 20 y 50 casos/100,000 habitantes. Aproximadamente el
1% de la poblacion obstétrica sufre abortos de repeticion, de las cuéles hasta un 15 % seran
diagnosticadas con SAFL. La prevalencia de afl es de aproximadamente 50% en pacientes con
LES. Por otro lado, enfermedades reumaticas como el sindrome de Sjogren, artritis reumatoide

y dermatomiositis tienen una prevalencia de entre 5y 20%.

5.6.3 Manifestaciones clinicas
El SAFL da lugar a una amplia variedad de manifestaciones tromboticas involucrando vasos
simples y multiples oclusiones vasculares®® ® . Algunas de las principales manifestaciones

son:
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» Trombosis venosa profunda » Livedo reticularis
» Tromboflebitis superficial y » Artralgia

trombosis arterial en extremidades > Artritis

inferiores » Embolismo Pulmonar
» Apoplejia » Abortos y muerte fetal
» Migrafa

5.6.4 Diagnostico
Los criterios de clasificacion para el sindrome anfifosfolipidos establecen que se deben

cumplir por lo menos un criterio clinico y uno de laboratorio™®.

Criterios clinicos

1. Trombosis vascular

Uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa o de vasos pequefios, en cualquier
tejido u 6rgano. La trombosis debe ser confirmada por criterios objetivos validados (es decir,
hallazgos inequivocos de estudios de imagen o histopatologia). Para la confirmacién
histopatol6gica, la trombosis debe estar presente sin evidencia significativa de inflamacion en
la pared del vaso.

2. Morbilidad del embarazo

(@) Una o mas muertes inexplicadas de un feto morfolégicamente normal en o mas alla de la
décima semana de gestacion, con morfologia fetal normal documentada por ultrasonido o por
examen directo del feto, 6

b) uno 0 mas nacimientos prematuros de un neonato morfol6gicamente normal antes de la 342
semana de gestacion debido a: (i) eclampsia o preeclampsia grave de acuerdo con
definiciones estandar, o (ii) caracteristicas reconocidas de insuficiencia placentaria 6

(c) tres 0 mas abortos espontaneos consecutivos sin explicacion antes de la décima semana de
gestacion, habiendo excluido alteraciones anatomicas/hormonales maternas y alteraciones

cromosomicas paternas y maternas.
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Criterios de laboratorio

1. Anticoagulante lupico presente en el plasma, en dos o0 mas ocasiones con al menos 12
semanas de diferencia, analizado de acuerdo con las directrices de la Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia (Subcomité Cientifico de AL/Anticuerpos dependientes de

fosfolipidos).
2. Anticuerpos aCl de isotipo IgG y/o IgM en suero o plasma, presentes en titulo medio o alto
(es decir> 40 GPL o MPL, o > percentil 99), en dos o mas ocasiones, con al menos 12

semanas de diferencia determinados por ELISA.

3. Anticuerpos anti B2GP1 de isotipo IgG y/o IgM en suero o plasma (titulo> percentil 99),

presente en dos 0 mas ocasiones, con al menos 12 semanas de diferencia.
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6. Objetivo general
o Verificar el desempefio analitico de anticuerpos anti cardiolipina y anti 2 glicoproteina

1 de tipo IgA, IgM, e 1gG en el autoanalizador Analyzer 1-2P.

6.1 Objetivos especificos
e Establecer estrategias y el plan de control de calidad de acuerdo al documento C24 A2
del CLSI.
o Definir las metas analiticas o requisitos de calidad para cada una de los analitos.

e Estimar el Error Total del laboratorio y valores de Six Sigma.

7. Materiales y métodos
Todos los materiales necesarios para el procedimiento de analisis se encuentran listos para
usarse en cada uno de los kits de ensayo para los tres isotipos (IgA, 1gG o IgM) como se
describe a continuacion:

¢+ Pocillos de microtitulacion recubiertos con cardiolipina y B2 glicoproteina-1.

¢+ Calibradores.

¢+ Control positivo y negativo.

¢+ Conjugado enzimatico (anti IgA, IgG o IgM humana).

¢ Buffer de muestra y de lavado.

++ Solucién Cromdbgeno/Sustrato.

¢+ Solucién de paro.

Analizador
Para realizar las determinaciones se utilizd el autoanalizador Analyzer 1-2P de la casa
comercial EUROIMMUN (Alemania).

Metodologia
Verificacion del desempefio
Los analitos se determinaron mediante Inmunoensayo Absorbente Ligado a Enzimas de tipo

colorimétrico. Se utiliz la guia EP15-A2 del CLSI para evaluar precision y veracidad, la guia
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de la EMA para la evaluacion de la linealidad y la guia del Centro Nacional de Metrologia
para el célculo de incertidumbre. Se analizaron dos niveles (alto y bajo) de cada prueba para
aCl IgA, 1gG e IgM y anti B2GP1 IgA, IgG e IgM.

Precision

Se realizaron determinaciones por triplicado en cinco corridas diferentes durante cinco dias
consecutivos (esquema de n=3x5). Se obtuvieron 15 datos al final de los cinco dias por cada
nivel, se calculo la precision intra laboratorio (SI) y el valor de repetibilidad (Sr), se determind
el valor de verificacién con el fin de determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas solo en el caso de que Sl y Sr fueran mayores a la precision declarada por el

fabricante, SDI y SDr respectivamente.

Veracidad

Se realizaron determinaciones por duplicado en cinco corridas diferentes durante cinco dias
consecutivos (esquema de n=2x5). Se obtuvieron 10 datos al final de los cinco dias por cada
nivel. Se calculd la media y desviacién estandar de cada nivel de concentracion; para validar el
valor de veracidad se determind el intervalo de verificacion mediante el calculo de la

incertidumbre estandar de la medicion.

Linealidad

Se ocuparon sueros de pacientes de concentraciones altas (> 40 U/mL y > 40 UR/mL para aCl
y B2GP1 respectivamente). Se realizaron 4 diluciones dobles y 3 replicados por cada dilucion.
Se calculé el valor de la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion.

Definicidn de requisitos de calidad

Se calcul6 el Error total del laboratorio y se reviso en la literatura los limites analiticos de
desempefio disponibles para el control estadistico.
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Seleccidn de estrategias de control
Se calcularon los puntos operativos, valor de Sigma y se seleccionaron las reglas de control
con ayuda de graficos de operacion de procesos (OPSpecs). Se construyeron las graficas de

Levey-Jennings del material de control positivo durante el afio 2017.
Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron en una hoja de calculo de Excel asi como en la version de prueba

de los programas EP Evaluator y NCSS 12.
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8. Resultados

Verificacion del desempefio

Precision. Para determinar la precision intra laboratorio Sl y precision intra corrida Sr se
realizaron determinaciones por triplicado durante 5 dias consecutivos (Ver Figura 5y 6) de
dos materiales: control positivo (control alto) y calibrador nivel 2 de la curva de calibracion
(nivel bajo).

Se calculd Sl y Sr de los 6 analitos en ambos niveles, se compar6 con los valores de precision
SDI y SDr respectivamente declarados por el fabricante. El criterio de aceptacion es:

SI <SDI y Sr <SDr
Se calcul6 el valor de verificacion para determinar si las diferencias eran estadisticamente
significativas en aquellos analitos en que S| fuera mayor a SDI o Sr mayor a SDr. Los

resultados de ambos niveles se muestran en la Tabla 2.

Veracidad. Se realizaron determinaciones por duplicado durante 5 dias consecutivos (en las
mismas corridas en la que se realizo el ensayo de precision ), de acuerdo al documento EP15-
A2 del CLSI. El valor asignado al material de calibrador se obtuvo de los certificados
provistos por el fabricante, sin embargo, no existen incertitumbres asociadas al calibrador
disponibles en los insertos de las pruebas. Se calcul6 la incertidumbre estandar (u) de acuerdo
a la guia del CENAM de cada nivel, los limites superior e inferior del intervalo de
verificacion, porcentaje de BIAS y porcentaje de recuperacion. Sélo en el control alto de
anticuerpos aCl IgA no fue posible demostrar la veracidad por este método. El porcentaje de
recuperacion de cada prueba se muestra en las Tablas 3y 4 y en la Figura 7.

Linealidad. Se prepararon una serie de 4 diluciones dobles a partir de sueros de pacientes con
titulos altos, cada dilucion se determino por triplicado en una sola corrida analitica, de acuerdo
al protocolo emitido por la EMA. Se calcularon las medias de cada dilucion, la pendiente m,
ordenada al origen b y el coeficiente de correlacion r (Figura 8). Para aceptar el ensayo de
linealidad, el criterio de aceptacion es: r de al menos 0.99, es deseable que la pendiente sea de

1.00 y la ordenada al origen de 0 (Tabla 5).
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de la media respectivamente. B) Nivel alto. Los anticuerpos aCl IgA-2 tienen una distribucién cerca de las 3
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Tabla 2

Resultados del proceso de verificacion de precision.

Analito Concentracion Concentracion % CV %CV Sl SDI | Sr | SDr | V.V.|V.V.
del inserto obtenida (U/ml) | (Obtenido) | (Inserto) SDI | SDr

(U/ml)
aCl IgA-1* 12 12.3 11.9 11.3 14 | 20 | 0.8 | 1.7 [ NA | NA
aCl 1gG-1* 12 13.5 9.8 10.4 1.2 2.7 1.0 2.4 NA | NA
aCl IgM-1* 12 11.3 6.3 10.1 0.8 3.0 0.5 4.6 NA | NA
aCl IgA-2** 65 448 7.4 9.6 48 | 69 | 48 | 47 | NA | 6.9
aCl 1gG-2** 74 75.3 8.3 8.5 6.1 6.7 4.3 4.6 NA | NA
aCl IgM-2** 75 91.9 9.4 9.9 7.0 7.4 5.3 4.4 NA | 6.5
anti p2GP1 IgA-1* 20 18.9 4.2 3.8 08 | 27 | 0.7 | 15 | NA | NA
anti B2GP1 IgG-1* 20 19.5 3.9 6.9 0.8 4.0 0.7 4.4 NA | NA
anti 2GP1 IgM-1* 20 19.3 5.9 10.5 1.2 2.7 1.3 2.5 NA | NA
anti p2GP1 IgA-2** 97 94.3 4.8 5 46 | 58 | 3.7 | 46 | NA | NA
anti B2GP1 IgG-2** 105 104.4 3.9 7.6 4.1 8.9 3.4 7.5 NA | NA
anti p2GP1 IgM-2** 103 98.4 35 6.6 36 | 48 | 3.0 | 3.6 | NA | NA

* Nivel bajo/valor de corte de cada prueba.

**Nivel alto/Control positivo.

V.V SDI: Valor de Verificacion de precision intra laboratorio.

V.V SDr: Valor de Verificacién intra corrida.
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Tabla 3

Resultados de veracidad para anticuerpos anti f2GP1 IgA, 1gG e IgM.

Nivel bajo Nivel alto
Anticuerpos anti p2GP1 IgA [e]€ IgM IgA IgG IgM
Concentracién obtenida 18.9 19.5 19.3 94.3 104.4 98.4
(UR/mL)
Concentracion del Inserto 20 20 20 97 105 103
(UR/mL)
Incertidumbre (u) 0.20 0.19 0.29 1.12 0.99 0.88
%BIAS 5.4 2.3 3.5 2.8 0.5 4.5
BIAS (UR/mL) -1.1 -0.5 -0.7 2.7 -0.6 -4.6
% de Recuperacion 94.5 97.5 96.5 97.2 99.4 95.5
Intervalo de Verificacion 16.7-21.1 17.5-21.6 16.1-22.5 82.2-106.5 93.6-115.2 88.8-108.0
Tabla 4
Resultados de veracidad para anticuerpos aCL IgA, 1gG e IgM.
Nivel bajo Nivel alto
Anticuerpos anti cardiolipina IgA IgG IgM IgA IgG IgM
Concentracion obtenida (U/mL) 12.3 13.5 11.3 44.8 75.3 91.9
Concentracion del inserto (U/mL) 12 12 12 65 74 75
Incertidumbre (u) 0.34 0.28 0.18 1.19 1.47 1.7
%BIAS 2.6 12.4 6.1 31.1 1.7 22.6
BIAS (U/mL) 0.3 1.5 -0.7 -20.2 1.3 16.9
% de Recuperacion 102.5 112.5 94.1 68.9 101.7 122.5
Intervalo de Verificacion 8.6-16.0 10.4-16.6 9.3-13.2 31.78-57.7 59.3-91.2 73.5-110.4
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Tabla5s

Resultados del analisis de linealidad para anticuerpos aCl y anti p2GP1

Anticuerpos aCl Anticuerpos anti p2GP1
IgA IgG IgM IgA IgG IgM
% | Obtenida [ % | Obtenida % Obtenida % Obtenida % Obtenida % Obtenida
100 77.65 100 61.12 100 180.2 100 246 100 128.75 100 256
Promedio 50 29.2 50 28.5 50 90.1 50 123.3 50 66.07 50 128.3
Dilucién 1:2
Promedio 25 10.8 25 12.94 25 40.1 25 54.7 25 32.6 25 57.5
Dilucién 1:4
Promedio 12.5 5.31 12.5 6.15 12.5 12.9 12.5 20.6 12.5 14.6 12.5 20.9
Dilucién 1:8
Promedio | 6.25 2.9 6.25 4.06 6.25 6.6 6.25 9.73 6.25 7.02 6.25 8.9
Dilucién
1:16
m 0.809 0.618 1.88 2.55 1.30 2.66
b -6.18 -1.40 -6.99 -8.10 -0.655 -8.98
r 0.984 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999
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Evaluacion del desempefio y seleccion de reglas de control

Con los datos obtenidos del proceso de verificacion, se determind el Error Total del

laboratorio (ETlab), %BIAS, coeficiente de variacion y valor de sigma (Tabla 6). Se

seleccionaron solo los controles positivos para realizar el esquema de control (Tabla 7), es

decir las reglas necesarias para el proceso, nimero de controles y repeticiones por corrida

analitica con ayuda de los gréficos OPSpecs (Figura 9).

Tabla 6
Resumen de pardmetros del desempefio.
Analito %BIAS %CV ETlab (%0) ETa (%) Sigma
aCl IgA-1 2.6 11.9 26.5 20 1.5
aCl 1gG-1 12.4 9.8 32 20 0.8
aCl IgM-1 6.1 6.3 18.7 20 2.2
anti 2GP1 IgA-1 5.4 4.2 13.8 20 3.5
anti p2GP1 1gG-1 2.3 3.9 10.2 20 4.5
anti p2GP1 IgM-1 3.5 5.9 15.2 20 2.8
aCl IgA-2 31.1 7.4 45.9 20 -1.5
aCl 1gG-2 1.7 8.3 18.2 20 2.2
aCl IgM-2 22.6 9.4 414 20 0.3
anti p2GP1 IgA-2 2.8 4.8 12.3 20 3.6
anti p2GP1 1gG-2 0.5 3.9 8.3 20 5)
anti p2GP1 IgM-2 4.5 3.5 11.5 20 4.4
Normalized OPSecs Chart TE, 100.0%, with 9%0% AQA(SE)
o =2 and
< 90%AQA
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NS s
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Figura 9. Grafico OPSpecs. Seleccion de reglas para control del proceso. aCl 1gG (verde), anti B2GP1 IgA
(azul), anti B2GP1 IgG (negro), anti B2GP1 IgM (anaranjado).
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Tabla7

Esquema de control de calidad interno

Analito ETa Pde% Pfr % N R Reglas de

(%) control
aCl IgA 20 N/A N/A N/A N/A N/A
aCl 1gG 20 90 0.03 2 1 1556
aCl IgM 20 90 N/A N/A N/A N/A
anti p2GP1 IgA | 20 90 0 2 1 135
anti p2GP1 1gG | 20 90 0 2 1 1356
anti p2GP1 1 gM | 20 90 0 2 1 1356

Graficas de control de calidad interno

Se construyeron las graficas del control positivo del afio 2017 para anticuerpos aCl IgA, 1gG e

IgM y anti B2GP1 IgA, 1gG e IgM (Figura 11 y 12). El coeficiente de variacion mensual es

menor en todos los casos al 20% (Figura 10).
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Figura 10. Coeficientes de variacion para anticuerpos aCl y anti p2GP1. Se muestran el coeficiente de

variacion total durante un afio para cada prueba donde en todo caso es menor al 20%.
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Figura 11. Gréficas de control para anticuerpos aCl. Las gréaficas de control del 2017 muestran que los controles no violan las reglas establecidas como

criterio de rechazo para corridas.Solo una violacion de regla 41S para anticuerpos anti cardiolipina 19G.
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Figura 12. Graficas de control para anticuerpos anti p2GP1. Gréficas de control de 2017 donde existen 4 y 10 valores consecutivos por debajo del mismo

lado de la media para anticuerpos IgA e IgM respectivamente, violando reglas que indican errores sistematicos.
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9. Discusion de resultados

Precision. Con los resultados obtenidos, se calculd la precision intra corrida e intra
laboratorio y se compard con la declarada por el fabricante. Unicamente los anticuerpos aCl
IgA-2, y aCl IgM-2 tuvieron valores de Sr mayores a SDr, se calculo el valor de
verificacion (V.V.SDr) con el fin de determinar si las diferencias eran estadisticamente
significativas. En la Tabla 2 se observa que en todos los casos el valor de Sr es menor al
valor de verificacion, razon por la cual queda verificado que los resultados de precision son
conformes a lo declarado por el fabricante y adecuados para su uso en pacientes®. Todos
los valores de Sl y Sr de anticuerpos anti 2GP1 son menores a los del fabricante y no se
necesita mas analisis de verificacion. Existe un % CV inter ensayo de 5 dias menor a 10%
en los 6 analitos ensayados, valor que es apropiado de acuerdo a las recomendaciones de

gufas internacionales®® ¢’

para anticuerpos aCl y anti p2GP1.

Veracidad. Se calculé la media de cada nivel y el valor de verificacion de acuerdo a la
concentracion declarada por el fabricante, se obtuvo el %BIAS y porcentaje de
recuperacion de cada material analizado. La unica incertidumbre disponible fue la calculada
(incertidumbre estandar) de acuerdo a la guia del CENAM debido a que no fue posible

conocer mas fuentes de incertidumbre.

En todas los analitos se cumple el criterio de aceptacion (la media del inserto debe estar
dentro del intervalo de verificacion), ademas el porcentaje de recuperacién es cercano al
100% y se demuestra conformidad con los criterios de verificacion de veracidad (Tabla 3 y
4). Sin embargo, lo anterior no se cumple para el control positivo de anticuerpos aCl IgA
donde el nivel declarado por el fabricante es de 65 PL Ig U/mL y el promedio obtenido fue
de 45 PL Ig U/ml (intervalo de verificacion de 31.78-57.74), es decir un % BIAS de 31%,
la recuperacion del material de control fue solo 68%. Para este analito el valor obtenido ain
se encuentra dentro del intervalo de verificacion y lo indicado de acuerdo al documento
EP15-A2 es repetir el experimento con un mayor nimero de muestras o analizar en el
contexto clinico si un resultado con 31% de sesgo respecto al valor verdadero es
clinicamente significativo. Se necesita accion correctiva y la asistencia del fabricante para

resolver la aceptabilidad de la veracidad para anticuerpos anti cardiolipina IgA%.
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Los valores diagndsticos de anticuerpos aCl para el SAFL se encuentran en 40 PL Ig U/mL,
es decir valores medios/altos. El impacto sobre la decision clinica es muy importante en
valores cerca de niveles de decision clinica o cerca del punto de corte, situacion donde la
interpretacion de resultados es méas apropiada de acuerdo a la historia clinica del paciente y
siguiendo algoritmos de diagnéstico®™. Debido a que no existen valores de ETa, no es
posible establecer limites de desempefio clinico.

Linealidad. Para demostrar linealidad se sigui6 el protocolo de la guia de la EMA, debido
a que la guia del CLSI requiere realizar méas diluciones y mas nimero de muestras, ademas
de que son requeridos calculos mas complejos que involucran el uso de programas
estadisticos especificos para evaluar los resultados. Se calcul6 la media de cada dilucion y
se realizd el analisis de regresion lineal. Los pardmetros obtenidos fueron coeficiente de
correlacion r, ordenada al origen b y pendiente m, el Unico criterio de aceptacion es r de al
menos 0.99. Todas las pruebas tienen comportamiento lineal con r de 0.99, (aCl IgA de
0.984) con lo que se demuestra la linealidad de los 6 analitos y se concluye con la

verificacion (Tabla 5).

Desempefio. La precision y veracidad en términos de coeficiente de variacion y sesgo
respectivamente demuestran la exactitud y utilidad clinica de anticuerpos aCl y anti B2GP1.
El sistema analitico tiene exactitud a pesar de que se ha demostrado la gran variabilidad en

las determinaciones entre diferentes laboratorios y diferentes marcas comerciales®®.

Error Total y valor de Sigma. Los analitos con mayor porcentaje de error fueron los
niveles altos de aCl IgA e IgM con 45% y 41% respectivamente, siendo el promedio de
16% para el resto de las pruebas. Los anticuerpos anti B2GP1 resultaron en tener los
porcentajes de error mas pequefios en ambos niveles. En la literatura no hay disponible
datos acerca del ETa para anticuerpos aCl ni para anticuerpos anti f2GP1, sin embargo esta

13,66, 67 mantener un %CV inter corrida menor a 20%,

establecido en guias internacionales
por lo que se decidio establecer este valor como ETa, asumiendo un porcentaje de sesgo de

0%.
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Reglas de control. Se decidi6 realizar la planeacion del control de calidad s6lo para los
controles altos de anticuerpos aCl y anti B2GP1 debido a que el nivel de decision clinica

segun las guias clinicas es de 40 U/ml.

Se obtuvieron los puntos operativos y las reglas de control aplicables al desempefio de los
controles positivos mediante los graficos OPSpecs. Sin embargo, para los anticuerpos aCl
IgA e IgM ninguno de los procedimientos con N=2 proporciona un adecuado porcentaje de
deteccion de errores y su ubicacion en la grafica indican un desempefio inaceptable para el
ETa establecido. Para anticuerpos aCl IgG la regla obtenida fue 1,5, una probabilidad de
falso rechazo de 3% con N=2, R=1y 90% de deteccién de errores. Para anticuerpos anti
B2GP1 IgA, 1gG e IgM fue 135, una probabilidad de falso rechazo de 0% con N=2 y R=1y
90% de deteccion de errores. Se construyeron las graficas de control de calidad del control
positivo durante 2017 en la version de prueba del programa NCSS12 y en ningun caso se
violan las reglas establecidas.

Se encontrd Gnicamente la violacion de reglas que indican errores sistematicos, 41s y 10X
para anticuerpos anti B2GP1 IgA y IgM respectivamente; una violacién de Rys para
anticuerpos aCl IgG; debido a que en ningun otro dato de la grafica se observa

comportamiento similar, se asume como error aleatorio.

Todos los analitos tienen un %CV menor a 20 %, valor que es adecuado segln guias

internacionales®® ©’

y puede ser usado como meta analitica valida en el control de calidad
interno. El proceso de verificacion es especialmente importante cuando los controles
comerciales de las pruebas son in kit, (como es el caso de los kits usados para este trabajo),
es decir son fabricados por la misma casa comercial de los reactivos y calibradores, por lo
que es necesario comprobar mediante evidencia objetiva (procedimientos aprobados ) que

los resultados son realmente precisos y veraces.
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10. Conclusiones

Los resultados de anticuerpos antifosfolipidos en el laboratorio de Inmunologia son
veraces, precisos y por lo tanto exactos para apoyar al diagnostico del sindrome

antifosfolipidos.

Los coeficientes de variacion intra ensayo con los kits de la marca EUROIMMUN son

menores al 10%, adecuados a lo recomendado para las determinaciones por ELISA.

Los coeficientes de variacion durante 2017 son adecuados al 20% maximo recomendado

por las guias de consenso internacionales para afl.

Los datos del proceso de verificacion y del control de calidad cumplen con los requisitos
para que el laboratorio pueda lograr la acreditacion bajo la norma ISO 15189 en estas

pruebas.

La implementacion de un programa de comparacion inter laboratorios y la bdsqueda de un
control de tercera opinidn es importante al menos en las instituciones locales con el fin de
conocer el desempefio de las pruebas, crear grupos consenso Y realizar de mejor manera la

evaluacion de resultados control.

Es necesario establecer puntos de corte propios del laboratorio asi como valores normales
basados en el percentil 99.
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12.  Anexos
Anexo 1
Procedimiento para evaluar linealidad.

La preparacion de las disoluciones debe realizarse de acuerdo a la siguiente tabla:

Numero de diluciéon | Proporcion en volumen de la muestra1 | Proporcion en volumen de la muestra
2
1 Usar sin diluir 0
2 3 1
3 2 2
4 1 3
5 0 Usar sin diluir

Muestra 1. (M1) concentracion baja preferentemente cercana a cero.

Muestra 2. (M2) concentracion alta.

Procedimiento:

a) Obtener las medias de la concentracion o de la actividad de acuerdo a la tabla 1.

b) Construir una grafica con la media aritmética de las replicas sobre el eje Y (ordenadas),
en funcién de la concentracién (valor conocido o asignado) sobre el eje X.

c) Para construir la grafica emplear los siguientes criterios: Marcar en el eje X, las
concentraciones en funcién de M2 (0%, 25%, 50%, 75% y 100% de M2). Marcar sobre el
eje Y, la escala apropiada al intervalo de valores de las medias obtenidas para las
diluciones. Graficar las coordenadas de los puntos: (0%, media de la dilucion 1), (25%,
media de la dilucion 2), (50%, media de la dilucion 3), (75%, media de la dilucion 4),
(100%, media de la dilucion 5).

d) Calcular la ecuacién de la recta para los puntos dados, asi como el coeficiente de
correlacion. La gréfica resultante debera ser lineal, con un coeficiente de correlacion de por
lo menos del 0,99.

Namero de dilucién Resultados de la concentracién o de la actividad Media
1 2 3

OB |WIN |-
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Anexo 2
Procedimiento para verificar precision.
Verificacion del valor de repetibilidad
Calcular los grados de libertad de la repetibilidad (v). Para un ensayo con D dias de
duracién, y n replicados por corrida, v = D*(n-1). Para un protocolo de 5 dias y 3
replicados por dias se recomienda:
v=10

Determinar el porcentaje C (1-/1) de la distribucién X? (“chi cuadrada™) con v grados de
libertad. Donde & es la tasa de falso rechazo (5% usualmente) y | es el numero de niveles
ensayados. Los porcentajes de C para 2,3, y 4 niveles son 97.5%, 98.33% y 98.75%
respectivamente. Otros valores pueden ser obtenidos de programas estadisticos. Para el
protocolo de 5 dias de duracion y dos niveles : C=20.48. Calcular el valor de verificacion
mediante la siguiente formula:

SrvC

Vv

Si la reptibilidad estimada Sr es menor o igual al valor de verificacion, los datos son

VVSr =

consistentes con la repetibilidad declarada por el fabricante y el valor queda verificado. Si
no fue posible verificar el valor de presicion, se debe contactar para asistencia al fabricante

0 proveedor.

Verificacién de la precision intra laboratorio o iner corrida

Si la precision estimada es mayor que la declarada por el fabricante y la precision en
condicion de repetibilidad es mayor que la del fabricante, se deben realizar pruebas para
determinar si las diferencias no son estadisticamente significativas de la siguiente manera:
Calcular los grados de libertad de la precision intra laboratorio t para un experimento de D
dias y n replicados por corrida.

(- s+ (nsp))’

e ()
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Determinar el porcentaje C (1-¢/1) de la distribucién X? (“chi cuadrada™) con v grados de
libertad. Donde a es la tasa de falso rechazo (5% usualmente) y | es el numero de niveles
ensayados. Los porcentajes de C para 2,3, y 4 niveles son 97.5%, 98.33% y 98.75%. Otros
valores pueden ser obtenidos de programas estadisticos. Calcular el valor de verificacion

(VV.) de la siguiente manera:
Sl
VSl = Ve

Si la repetibilidad estimada Sl es menor o igual al valor de verificacion, los datos son
consistentes con la repetibilidad declarada por el fabricante y el valor queda verificado. Si
no fue posible verificar el valor de precision, se debe contactar para asistencia al fabricante

0 proveedor.
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Anexo 3

Procedimiento para evaluar veracidad mediante materiales de referencia.

Seleccionar el material mas apropiado para el procedimiento. Analizar por lo menos dos
niveles de concentracidn, aunque pueden ser evaluados mas niveles. Los niveles deben ser
los niveles altos y bajos del procedimiento de medida, es importante incluir el nivel de

decision médica. El procedimietno se realiza de la siguiente forma:

1. Preparar las muestras de acuerdo al procedimiento del fabricante.
2. Analizar cada material de control en 3 a 5 corridas, cada muestra se analiza por
duplicado.

3. Calcular la media y la desviacién estandar para cada nivel.

Validacion la veracidad:
e Asumir una tasa de rechazo d. Usualmente 1%y 5% .
e Asumir que el fabricante no ha declarado bias para el valor asignado.
e Determinar el porcentaje t (100-¢) de la distribucion t con 2n-1 grados de libertad.
Donde n representa el numero de muestras analizadas y 2 el numero de replicados

e Calcular el intervalo de verificacion para bias en unidades reportables como:

XX ti_gon—1*VSZ+ 52

Si él porcentaje de bias obtenido es muy diferente que la del valor asignado, pero aln se
encuentra dentro del intervalo de verificacion, probablemente se requiera un ensayo con un
mayor nimero de muestras. Si el valor asignado no se encuentra dentro del intervalo de
verificacion, el usuario no ha demostrado veracidad. El laboratorio debe considerar alguna

de estas dos opciones:

1) Determinar si la diferencia de bias y el error total son aceptables para las necesidades

médicas de la prueba y 2) contactar al proveedor para asistencia.
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