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Glosario

HIV: Virus de la inmunodeficiencia Humana; HTLV: Virus linfotrépico de las
células T humanas; HCV: Virus de la hepatitis C; HBV: Virus de la hepatitis B;
CMV: Citomegalovirus; HEV: Virus de la hepatitis E; ADN: Acido
desoxirribonucleico; ARN: Acido ribonucleico; VDRL: Venereal Diseases
Research Laboratory; RPR: Rapid plasma reagin; ELISA: Enzyme-linked
immunosorbent assay; CLIA: Chemiluminescent Immuno Assay; e-CLIA: electro
Chemiluminescent Immuno assay; CMIA: Inmunoensayo quimioluminiscente
magnético; PDR/POCT: Pruebas diagndésticas rapidas/ Point of care testing;
OMS: Organizacion Mundial de la Salud; PCR Polymerase Chain reaction; HAI:
Hemaglutinacion indirecta; IFI: Inmuno fluorescencia Indirecta. BS: Bancos de
sangre; POE: Procedimientos operacionales estandar; RFR: Resultados falsos
reactivos; RFNR: Resultados falsos no reactivos.

Introduccion (1, 2, 3)

El escenario actual del tamizaje serologico para enfermedades infecciosas en
bancos de sangre incluye el uso de pruebas seroldgicas cualitativas para HIV,
HTLV, HCV, HBV Yy sifilis. En los paises de América Latina, endémicos para la
enfermedad de Chagas, se realiza el tamizaje para anti-T.cruzi y también en
paises no endémicos donde exista el riesgo de transmision del T.cruzi, sea por
transfusion o del Chagas congénito.

De acuerdo con las caracteristicas epidemioldgicas, procedencia de los
donantes y del destino de las unidades recolectadas, los paises pueden
adicionar pruebas especificas para el tamizaje de los donantes, como es el caso
del CMV, Malaria, Brucelosis; Virus del Nilo; Virus de la hepatitis E (HEV) o algun
Arbovirus.

En paralelo con las pruebas serologicas se recomienda utilizar pruebas
moleculares NAT (nucleic acid amplification technology), que permiten detectar
e identificar &cidos nucleicos (DNA / RNA) para HIV, HBV y HCV en las muestras
de donantes y permiten reducir el periodo de ventana para la infeccion por esos
virus de forma significativa. Estados Unidos fue uno de los primeros paises en
adoptar las pruebas NAT; para HIV y HCV en 1999 y para HBV en 2009. Otros
paises de Latinoamérica tardaron mas para implementar esas pruebas y algunos
todavia no las han adoptado de manera obligatoria. En Brasil pasaron a ser
obligatorias las pruebas NAT para HIV y para HCV en 2013 y para HBV en 2016.

En la figura 1 se puede observar el tamizaje seroldgico/molecular que es
obligatorio en Brasil, en donantes de sangre. Para HIV un inmunoensayo de 32
0 42 generacion; para HTLV un inmunoensayo que detecte anticuerpo dirigidos
a los tipos HTLV-1 y HTLV-2; para el HBV dos pruebas serologicas: una que
detecte la presencia del Ag HBs y otra para el anti-HBc total; para el HCV un
inmunoensayo que detecte anticuerpos anti-HCV o una prueba “combo” que
detecte Ag core ademas del anti-HCV; para sifilis un inmunoensayo especifico



para anti-T pallidum o una prueba no-treponémica tipo VDRL o RPR; y para
Chagas un inmunoensayo de alta sensibilidad para detectar anticuerpos anti-T
cruzi. En paralelo al tamizaje serologico es obligatorio el uso de pruebas NAT
para HIV, HCV y HBV que en general se realiza en pool de seis muestras.

Figura 1

Tamizaje obligatorio para donantes de sangre en Brasil (2)

Parametro N°pruebas Ensayo serologico NAT
Anti-HIV 1+2+”0"
HIV 01 o +
Combo (Ac / Ag p24)
HTLV 01 Anti-HTLV I/11
Ag HBs
HBV 02 y +
Anti-HBc (1gG o total)
Anti-HCV
HCV 01 o +

Combo (Ac/Ag core)
Anti-T.pallidum

Sifilis 01 o
VDRL / RPR
Ch agas 01 Anti-T.cruzi
cCMV 01 Anti CMV 1gG
- Opcionales
Malaria 01 Ag

Las pruebas opcionales corresponden a la deteccibn de CMV que se realiza
Gnicamente en las unidades de sangre destinados a los pacientes sometidos a
trasplantes de células progenitoras y de 6rganos con serologia no reactiva para
CMV, para recién nacidos que pesen al nacer menos de 1.200g, de madres CMV
negativas o con resultados serolégicos desconocidos y también para
transfusiones intrauterinas. Para malaria el tamizaje es obligatorio en regiones
endémicas donde exista, transmision activa, independiente de la incidencia
parasitaria de la enfermedad. Se recomienda una prueba para deteccién del
plasmodio o de antigenos plasmodiales.

La efectividad del tamizaje serologico/molecular en donantes de sangre es un
factor de fundamental importancia para evitar la transmision de los principales
agentes etiologicos de las enfermedades transmisibles por transfusion. A ese
respecto debemos considerar que se obtienen excelentes resultados cuando
trabajamos dando atencién especial a algunos factores como la seleccion
adecuada de donantes; el uso de pruebas serologicas y moleculares de buena
calidad; la adopcion de estrategias con flujogramas y algoritmos bien



establecidos dentro de procedimientos estrictos de control de calidad (interno y
externo) y también por la participacibn en programas de vigilancia
epidemioldgica.

Seleccién adecuada de donantes (4)

La seleccion adecuada de donantes es importante para disminuir el riesgo de
transmision de agentes infecciosos. Lo mejor seria si pudiésemos contar, en su
mayoria, con donantes altruistas voluntarios de repeticion. Infelizmente en la
mayoria de los paises de América Latina, todavia predominan los donantes de
reposicion que, aunque sean voluntarios no atienden a las especificaciones de
seguridad que se observan con el otro tipo de donantes.

Pruebas serolégicas

Actualmente las pruebas seroldgicas usadas en el tamizaje de donantes son
inmunoensayos comerciales con metodologias por ELISA, CLIA y e-CLIA con
distintos grados de desempefio. Las pruebas de ELISA que fueron usadas
preferencialmente por muchos afios, estan dando lugar a las pruebas por CLIA
y e-CLIA que presentan mejor sensibilidad y poseen plataformas para
procesamiento de las muestras de forma rapida y segura y que al mismo tiempo,
permiten opciones para pequefios, medianos y grandes volimenes de montajes
o0 procesos. La diferencia entre las pruebas es que en el CLIA ocurre la
produccion de luz por excitacion a través de una reaccion quimica y en el caso
de la e-CLIA es por excitacién de un estimulo eléctrico. Todos los equipamientos
y plataformas para el procesamiento de inmunoensayos por ELISA/CLIA/e-CLIA,
son sistemas cerrados.

En Brasil, los laboratorios de tamizaje de donantes de sangre que participaron
de un programa de aptitud en 2016, reportaban el uso de inmunoensayos ELISA
en alrededor del 50% de las pruebas y 50% en el uso de CLIA/e-CLIA. A partir
de 2018 los participantes pasaron a reportar cada vez menos el uso de pruebas
ELISA siendo que en 2022 mas del 90% de los laboratorios participantes
reportaban el uso de pruebas CLIA/e-CLIA. (Fig. 2) Eso muestra una tendencia
general, con algunos grados de amplitud, de acuerdo con los paises
considerados. En general esa tendencia esta asociada a la rapidez en el
procesamiento de medianos y grandes volimenes de montajes 0 procesos y a
la mejor sensibilidad y especificidad de esas metodologias. Sin duda la oferta de
plataformas con esas metodologias es cada vez mayor en el mercado
internacional.



Metodologias usadas por los BS participantes de los
PEEC del PNCQ (oct 2022)
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Figura 2: Metodologias usadas por los LP (laboratorios participantes) del programa de
aptitud desarrollado en bancos de sangre por el Programa Nacional de controle de
Qualidade (PNCQ) en Brasil. ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; CLIA:
Chemiluminescent Immuno Assay; e-CLIA: electro Chemiluminescent Immuno assay

Comparando el desempefio entre las pruebas de CLIA /eCLIA con las pruebas
ELISA, se observa que los inmunoensayos CLIA/eCLIA tienen un alcance de
deteccion mucho mas amplio que los ELISAs y son extremamente sensibles para
detectar concentraciones de analitos muy bajas. Tampoco necesitan de ninguna
reaccion de parada, como en los ELISAs, lo que torna el procesamiento mas
rapido. La especificidad de los inmunoensayos CLIA/eCLIA se ha mostrado
adecuada en el sentido de eliminar gran parte de los resultados falsos positivos
gue se observaban con las pruebas ELISA.

Ademas, tenemos las pruebas diagnésticas rapidas (PDR/POCT) que
actualmente presentan buen desempefio y que podran ser usadas en
situaciones donde no sea posible utilizar los inmunoensayos convencionales.

Siempre es recomendable utilizar inmunoensayos comerciales que sean
certificados por los entes regulatorios nacionales y evitar el uso de pruebas
hechas en casa (in house). Esa es una manera de mantener constante la calidad
de las pruebas, aunque sea adecuado verificar si en el cambio de lotes de
reactivos se mantienen las especificaciones de sensibilidad y especificidad.

Pruebas de tamizaje para el HIV (2, 5, 6)

Se recomienda el uso de inmunoensayos de 3% o 42 generacién con alta
sensibilidad analitica y alta sensibilidad clinica (menor periodo de ventana) y que
sean capaces de detectar diferentes cepas, variantes y formas recombinantes
circulantes (CRFs). Al mismo tiempo se requiere que las pruebas tengan alta
especificidad (>99,8%). Cuando utilizamos pruebas con alta sensibilidad en
poblaciones de individuos con baja prevalencia, como es el caso de donantes de



sangre, el riesgo de surgimiento de resultados falsos positivos es mas alto y por
€s0 se requieren pruebas con alta especificidad.

El rendimiento minimo aceptable para los ensayos de serologia en la
precalificacion de la OMS es de 100% de sensibilidad y especificidad mayor que
98% para los inmunoensayos. Para las pruebas diagnosticas rapidas
sensibilidad 299% y especificidad 298 %

Los inmunoensayos recomendados son los de 32 generacion que detectan
anticuerpos anti-HIV1+2+’0” o los llamados “combo” que ademas de los
anticuerpos detectan la presencia del Ag p24 del HIV.

Es importante tener en consideracion las posibles causas de error que pueden
ocurrir en el tamizaje y en el diagnéstico de la infeccién por HIV. Algunas de esas
causas podrian ser:

a) Bajo desempefio de las pruebas utilizadas que no consigan identificar
cepas, variantes o formas recombinantes circulantes, o que presenten
reactividad cruzada con otros agentes o cuando son influenciadas por
interferentes (p/Ej. Biotina) presentes en la muestra.

b) Cuando la persona se encuentra en el periodo de ventana
inmunologica y todavia no se detecta la presencia de anticuerpos; (x22
dias para los inmunoensayos de 32 generacién y +18 dias para las
pruebas de 42 generacion (Ag/Ac)

c) En el caso de individuos llamados “Inmuno silenciosos” que son
personas infectadas por el HIV que poseen niveles muy bajos o
ausentes de anticuerpos especificos anti-HIV, no siendo detectados
por las pruebas seroldgicas.

d) “Controladores de élite”, personas (< 1,0%), infectadas por el HIV que
presentan anticuerpos anti-HIV, que son detectados por las pruebas
serolbgicas, pero presentan consistentemente, por lo menos durante
un afio, carga viral inferior al limite de deteccion.

e) Errores que pueden ocurrir en las fases, pre analitica, analitica y post
analitica, del procesamiento en el laboratorio.

Pruebas de tamizaje para el HTLV (7, 8)

Existen 4 tipos del virus linfotrépico de las células T humanas HTLV: HTLV-1,
HTLV-2, HTLV-3 y HTLV-4. El mas patogénico es el HTLV-1, identificado en
1980, que esta asociado a enfermedades graves como la Leucemia/Linfoma de
las células T del adulto (LLTA) y la Paraparesia espastica tropical /Mielopatia
asociada al HTLV (TSP/HAM). Otras enfermedades inflamatorias, como uveitis
y dermatitis también estan asociadas al HTLV-1. EI HTLV-2, identificado en 1982,
en general puede producir enfermedades neurolégicas moderadas. Tanto el
HTLV-1 como el HTLV-2 tiene una distribucion geografica global. Se estima que
el HTLV-1 afecte a mas de 10 millones de personas en el mundo. EIHTLV-3y el
HTLV-4 han sido identificados Gnicamente en Africa Central y afectan solamente
a humanos hominidos.



Las principales vias de transmision del HTLV son la sanguinea, vertical y sexual.
La transmision por la sangre ocurre por uso de sangre total o productos que
contengan células sanguineas o por el uso de agujas y jeringas contaminadas
en el caso de usuarios de drogas IV. La transmision vertical puede ocurrir a
través de la placenta, perinatal o por la lactancia materna. La transmision sexual
parece ser mas eficiente del hombre a la mujer y se puede evitar por el uso de
preservativos.

Se recomienda el tamizaje para HTLV en donantes de sangre, 6rganos y tejidos
en poblaciones donde se observe prevalencia significativa de la infeccion, como
ocurre en paises de la regién del Caribe, Centro América, América del Sur,
paises del Africa sub Sahariana, suroeste del Japén, Australo-Melanesia y
Oriente Medio. El tamizaje y el diagnéstico esta basado principalmente en las
pruebas para detectar anticuerpos que incluyen los inmunoensayos por ELISA,
CLIA y e-CLIA. Se recomienda que las pruebas sean capaces de identificar
anticuerpos para el HTLV-1 y para el HTLV-2. En algunas situaciones se han
utilizado pruebas de aglutinacién de particulas (AP). Los inmunoensayos con alta
sensibilidad y mejor especificidad son los que emplean antigenos recombinantes
(péptido sintético HTLV-I/HTLV-Il y HTLV-II) recubriendo las microparticulas o
placas en la captura de los anticuerpos presentes en la muestra y en la segunda
etapa usan conjugados con péptidos sintéticos HTLV-I/HTLV Il y antigeno
recombinante HTLV-I para la captura de los anticuerpos de HTLV que fueron
capturados en la primera etapa. Inmunoensayos que detectan simultaneamente
anticuerpos del tipo IgA, IgM e 1gG permiten una deteccidn precoz de la infeccion.

Para la confirmacion de la infeccion por el HTLV-1/HTLV-2 se utilizan pruebas
serolégicas tipo Western Blot (WB) o Inmuno Blot (IB), consideradas pruebas
suplementarias, que en la mayoria de las veces son suficientes para confirmar
el diagndstico y también para identificar el tipo de HTLV, 1 o 2. Cuando no se
consigue identificar el tipo de HTLV por las pruebas suplementarias se pueden
utilizar pruebas moleculares, tipo PCR para detectar el HTLV pro-viral, en
muestras de sangre periférico.

Pruebas de tamizaje para el virus de la hepatitis B (2, 9, 10)

El virus de la hepatitis B (HBV) es un virus con envoltura lipidica y genoma de
DNA que contiene principalmente tres fracciones antigénicas, a saber, el
antigeno de superficie (AgHBs) el antigeno e (AgHBe) y el antigeno core
(AgHBc). Los dos primeros y los anticuerpos correspondientes: Anti-HBe, anti-
HBc y anti-HBs, corresponden a los llamados marcadores inmunolégicos de la
infeccion por el HBV (el AgHBc no se utiliza porque generalmente esta formando
inmunocomplejos). Existen dos formas del anti-HBc, el tipo IgM que se observa
en la fase aguda de la infeccion y el IgG o total que permanece después de la
fase aguda, sea para la cura o en la evolucién para formas cronicas.

La mejor manera de realizar el tamizaje para HBV en donantes de sangre es por
la utilizacion en paralelo del Ag HBs y del Anti-HBc total. El anti-HBc total permite
reducir el riesgo residual de trasmisién del HBV y es util en la identificacion de
casos de hepatitis B oculta (HBO). El uso de pruebas NAT-DNA en paralelo al



tamizaje seroldgico acorta el periodo de ventana de la infeccion de 60 dias (con
el tamizaje por Ag HBs) a alrededor de 10 dias y resulta en una disminucion aun
mayor del riesgo residual de la infeccion por el HBV.

Llevando en cuenta esas consideraciones podemos concluir que el tamizaje de
donantes de sangre para evitar la transmision del VHB por medio de un perfil
serolégico/molecular: Ag HBs, Anti-HBc y VHB - ADN por NAT, es bastante
efectivo, pero se han observado algunas situaciones de riesgo residual, cuando
de alguna manera se modifica la aplicacién de ese perfil. En paises con baja
prevalencia de VHB, donde se adopt6 el uso de NAT para ADN-VHB, en el
tamizaje de donantes, pero se dejo de realizar la prueba de anti-HBc, se observo
un aumento del riesgo residual de infeccion por VHB por transfusion, debido a
casos de HBO. En realidad, no todas las formas de HBO pueden ser prevenidas
pues en algunos casos de muestras de donantes con Anti-HBc reactivo, HBsAg
No-reactivo y NAT para VHB - ADN Negativo, en pool de 6 muestras, cuando se
hizo el PCR para ADN VHB, en muestras individuales se pudo observar un
resultado positivo, que configuraba HBO.

Se considera que existe el riesgo de transmision por transfusion del HBV cuando
el tamizaje se realiza solamente con Ag HBs, sin anti-HBc y también cuando el
tamizaje se realiza con Ag HBs y NAT, pero sin anti-HBc.

Pruebas de tamizaje para el virus de la hepatitis C (3, 10, 11)

El virus de la hepatitis C es un virus con envoltura y genoma de ARN que se
transmite preferencialmente por via parenteral. El porcentaje de personas
infectadas por el VHC que evolucionan para la forma crénica es alto (55% - 80%).
Desde el inicio de los afios 90 del siglo pasado se realiza el tamizaje en donantes
de sangre para interrumpir esa via de transmision.

Las pruebas utilizadas para el tamizaje son inmunoensayos por ELISA, CLIA o
e-CLIA, que detectan en su mayoria anticuerpos anti-HCV y en algunos casos
también detectan la presencia del Ag core del HCV. En paralelo se recomienda
utilizar pruebas NAT-ARN en muestras individuales o en “pool” de 6 muestras
para disminuir el riesgo residual de transmision, principalmente porque acortan
el periodo de ventana, que es de cerca de 70 dias para los inmunoensayos que
detectan anticuerpos y de esta manera se reduce la ventana en alrededor de 12
dias. De la misma forma que para el HIV, se recomienda que las pruebas NAT
estén direccionadas hacia dos regiones diana independientes.

De acuerdo con la OMS el tamizaje del HCV deberia ser realizado en la
poblacion en general para identificar el nimero real de personas infectadas. En
ese caso el tamizaje se puede empezar por la deteccion de anticuerpos anti-HCV
por inmunoensayos O pruebas diagnoésticas rapidas. Cuando se detecte la
presencia de anti-HCV se debe proceder a una prueba molecular (PCR o gPCR)
sensible para HCV-ARN, para confirmar el estado de infeccion.

Pruebas de tamizaje para sifilis (2, 12, 13)

En el el diagnostico y tamizaje de sifilis se utilizan pruebas serologicas indirectas
que pueden ser treponémicas (PT) o No-treponémicas (PNT)



Las PNT detectan Reaginas, que no son especificas para sifilis y consisten en
una mezcla antigénica estandar de cardiolipina — colesterol — lecitina. La prueba
de VDRL requiere la inactivacion previa del complemento en las muestras al
tiempo que las demas pruebas como la RPR no necesitan la inactivacion. En la
realizacion de las PNT se recomienda el uso concomitante de una muestra de
suero pura y otra con dilucion 1/10, para evitar el efecto pro zona.

Las PT detectan la presencia de anticuerpos especificos IgM e 1gG contra el
T.pallidum, a través de metodologias ELISA, CLIA y e-CLIA, que actualmente
presentan alta sensibilidad y alta especificidad.

Aunque durante muchos afos se utilizasen las PNT en el tamizaje de donantes
de sangre, principalmente porque el costo era menor, hoy en dia la
recomendacion es que se usen PT que son mas seguras para evitar la
transmision de T.pallidum a los receptores, principalmente en el caso de
plaguetas . Existe el riesgo de transmisién por transfusion de sifilis, cuando el
tamizaje se realiza solamente con la PNT de VDRL.

Pruebas de tamizaje para la enfermedad de Chagas. (14, 15, 16, 17, 18, 19)

El tamizaje de donantes para la enfermedad de Chagas se realiza con pruebas
serologicas. Durante muchos afios se utilizaron las pruebas convencionales
(ELISA, HAIl, IFl) para el tamizaje en bancos de sangre. Después los
inmunoensayos pasaron a utilizar, como fracciones antigénicas, proteinas
recombinantes y/o péptidos sintéticos en sustitucion al lisado parasitario y de
esta manera mejoraron la sensibilidad y la especificidad. La recomendacion de
la OMS en 2002 fue que para en el tamizaje en BS se utilizase una Unica prueba
serologica ELISA de alta sensibilidad. En aquella época no existian los
inmunoensayos por CLIA / e-CLIA. Hoy en dia cualquier inmunoensayo (ELISA,
CLIA, e-CLIA) con alta sensibilidad es recomendado para el tamizaje. En
Latinoamérica la mayoria de los paises utilizan una Unica prueba en el tamizaje,
con excepciéon de Argentina que recomienda dos pruebas. Existe el riesgo de
transmision por transfusion de T.cruzi, cuando la prueba del tamizaje no es lo
suficientemente sensible. También se observan variaciones en la reactividad de
los Inmunoensayos dependiendo del area geografica donde se aplican, por lo
gue se recomienda que las pruebas de tamizaje sean evaluadas con muestras
locales antes de la utilizacion.

Estudios recientes han mostrado que existe una variacion geografica en la
distribucion de los genotipos del T.cruzi y en consecuencia se observan
variaciones en la reactividad de los inmunoensayos para detectar anti-T.cruzi.
Es un punto que debe ser mejor estudiado para entender si el uso de una Unica
prueba seroldgica para el tamizaje seria suficiente en todas las regiones/paises
de América Latina. En el caso de diagnostico de la infeccion en laboratorio la
recomendacion continta siendo el uso de dos pruebas de principios diferentes y
cuando los resultados no coinciden esta indicado el uso de una tercera prueba.
En verdad todavia no se ha encontrado ninguna prueba que pudiese ser



considerada confirmatoria para la infeccion. Algunas recomendaciones pueden
ser Utiles para mantener un tamizaje seguro: a) Que los inmunoensayos sean
evaluados con paneles de muestras locales; b) Que se utilicen las referencias
biolégicas para anti-T,cruzi de la OMS para verificar la sensibilidad de los
inmunoensayos; ¢) Que se adopten procedimientos estrictos de control de
calidad interno y externo en los laboratorios de tamizaje seroldgico.

Pruebas para el tamizaje molecular. (3, 4,5, 9, 12,13)

Las pruebas NAT corresponden a una metodologia que permite detectar e
identificar acidos nucleicos (ADN / ARN) en muestras biolégicas. Tienen alta
sensibilidad y especificidad, y permiten reducir significativamente el riesgo de
infecciones transmitidas por transfusion porque ademas de reducir el periodo de
ventana para el diagnostico (PV), también ayudan a detectar variantes virales y
en algunos casos consiguen identificar portadores de virus ocultos.

Para el HIV, HCV y HBV, el tamizaje molecular, en paralelo con el tamizaje
serologico permite reducir, de forma significativa, el periodo de ventana de la
infeccién por esos virus. En el caso del HIV, donde se considera que existe un
periodo de ventana, en promedio de 22 dias, con los inmunoensayos de 32
generacion y de 17-18 dias con los inmunoensayos de 42 generacion, se
consigue reducir ese periodo en alrededor de 10 dias con el NAT-ARN; En
general se utilizan mini pools de 6 muestras, lo que permite trabajar con una
ventana de 10 -12 dias. En caso de utilizar muestras individuales, se consigue
una reduccion aun mayor en torno de seis a siete dias. Es importante considerar
que el uso de pruebas NAT permite la reduccion del periodo de ventana, pero no
lo elimina.

Estudios recientes consideran importante compensar los fallos que puedan
ocurrir cuando las pruebas NAT estén dirigidas para una Unica regién diana del
HIV-1

Las recomendaciones internacionales para el uso de las pruebas NAT indican
que los ensayos NAT cualitativos para el HIV, distintos de los analisis de tipado
del virus, estén disefiados para compensar el posible fallo de una region diana
de NAT para el HIV-1, por ejemplo, utilizando dos regiones diana independientes.

Las mismas recomendaciones, también orientan en el sentido de que los
ensayos NAT cualitativos para el HIV destinados a detectar la presencia del VIH
en la sangre, los componentes sanguineos, las células, los tejidos o los 6rganos,
o en cualquiera de sus derivados, para determinar si son adecuados para
transfusiones, trasplantes o suministros de células, estaran disefiados para
detectar tanto el HIV-1 como el HIV-2. Para el HCV que tiene un periodo de
ventana de 70 dias, con los inmunoensayos de 32 generacion se consigue una
reduccion a 10-12 dias con el NAT-ARN. En el caso del HBV, tenemos un
periodo de ventana de aproximadamente 59 dias cuando hacemos el tamizaje
con el Ag HBs que puede ser reducido a 10-12 dias con el NAT-ADN.

Las técnicas moleculares mas utilizadas son la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) y la amplificacién mediada por transcripcién (TMA). La PCR



en tiempo real (QPCR) es mas adecuada porque evalla la amplificacion en el
momento que esta ocurriendo, siendo una prueba cuantitativa mas sensible,
rapida y precisa. La prueba de TMA utiliza un ciclo continuo de amplificacion
isotérmico. Por ejemplo, la plataforma COBAS TaqScreen Multiplex Test MPX A
de Roche Molecular Systems es cualitativa y permite la deteccion simultanea de
HIV-1 ARN, HIV-2 ARN, HCV ARN y HBV ADN. Otra plataforma Procleix Ultric
da Chiron Corporation también es cualitativa y utiliza la reaccion TMA y detecta
simultdneamente HIV-1 ARN, HCV ARN y HBV ADN.

El control del proceso referente al tamizaje serolégico y molecular para
enfermedades infecciosas en donantes de sangre, incluye una serie de
acciones que deben ser cumplidas para poder garantizar la calidad de los
resultados finales.

a- Calificacion inicial de los kits diagnoésticos utilizados: usando paneles
especificos o de desempefio para cerciorarnos de la Sensibilidad y de la
Especificidad analiticas. Cuando sea posible usar Paneles de
seroconversion para el HIV, HBV y HCV que nos puedan dar una idea de
la Sensibilidad clinica o sea del periodo de ventana. Por lo menos que
tengamos esa informacion proveniente de algun ente de referencia. Esas
informaciones deben servir de orientacion para la aprobacion de las
pruebas antes de la compra o del inicio de uso en el laboratorio.

b- Calibracién periédica de equipos / plataformas: para eso es importante la
elaboracién de contratos con los fabricantes que estén dentro de las
recomendaciones de la gestién de la calidad. Se debe considerar un
mantenimiento preventivo que atienda a las necesidades del servicio y
también que contemple la realizacibn de mantenimientos correctivos,
siempre gue sean necesarias.

c- Procedimientos de control de calidad: existen conceptos de Control de
Calidad reconocidos internacionalmente para supervisar el desempefio de
los laboratorios: Control de Calidad Interno y el Control de Calidad Externo
gue son diferentes, pero que se complementan.

Evaluacion de la Calidad en los laboratorios responsables por el tamizaje
serolégico y molecular de los donantes de sangre. (2, 22, 23, 24)

Vamos a tomar en cuenta los dos puntos que consideramos mas importantes
en ese proceso:

1- Vigilar que el laboratorio aplique un programa interno de control de
calidad. (evaluacion de la imprecision)

2- Participar al menos de un programa de evaluacion externa de la calidad
(PEEC) (evaluacion de la inexactitud)

Control de calidad interno



Durante la Ronda Analitica es fundamental vigilar la precisién y la exactitud
porque pueden ocurrir eventos adversos que deberan ser detectados de forma
adecuada. Para eso se utilizan muestras control para cada analito. El nUmero, la
frecuencia y los niveles de las muestras control dependera del nimero y de la
magnitud de la Ronda Analitica y podran ser diferentes para equipos manuales
o de alimentacion continua y para periodos largos de uso.

Para las pruebas cualitativas se utilizan sueros control interno (SCI) de baja
reactividad para monitorear las corridas diarias del laboratorio. Los SCI deben
ser muestras controles estables y pueden ser reactivas/positivas (SCI+) o no-
reactivas/negativas (SCI-)

Los SCI (+) deberan presentar un indice de reactividad (lectura/valor de corte)
>1,0. Se recomienda un rango de reactividad para ese indice entre 2,0 — 4,5.

Para las pruebas competitivas el indice debera ser <1,0 siendo el rango
recomendado de 0,3 - 0,7.

Los SCI (-), deberdn presentar un indice de reactividad <1,0 siendo
recomendados valores inferiores a 0,8. Cuando se trate de pruebas competitivas
el indice debera ser > 2,0.

Estos valores recomendados para los SCI (+/-) han sido los mas utilizados por
los laboratorios de tamizaje, en los ultimos afios en Brasil y en Latino América,
pero existe la opcion de que el laboratorio determine sus propios limites de
reactividad, basado en su experiencia individual, si la misma ha sido bien
documentada y cuidadosamente analizada.

Para la aplicacion de los SCI en la rutina diaria de los laboratorios es necesario
seguir algunas etapas. En primer lugar, verificar si la reactividad del SCI esta
dentro del rango recomendado. En caso contrario sera necesario realizar algun
ajuste, o escoger otro SCI. Actualmente existen SCI independientes disponibles
en el comercio internacional, que son ajustados para distintos parametros y
metodologias.

Seguidamente se realiza la calibracion de cada SCI (+) para cada parametro y
para cada metodologia. Se realizan 20 replicados dentro de 4 a 5 dias y se
calcula la media (M), la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion
(CV). En caso de que se observen “valores atipicos” deberan ser eliminados,
por ejemplo, usando el test de Grubbs y sustituirlos por otros valores.

Con los valores que se obtienen en la calibracién se construye el grafico de
Levey-Jennings (LJ) que consiste en una forma de acompafiamiento gréafico de
los valores que se obtienen con las corridas diarias. Se considera la media (M)
de los valores de la calibracién como la linea central y se consideran valores (+/)
(o hacia arriba o hacia abajo) de uno, dos o tres valores de la desviacién estandar
(DE).

La manera mas facil de trabajar es transformar los valores de cada determinacion
de los SCI (+), sea en la calibracion, como en la aplicacion del dia a dia, por el Z
score a través de la férmula: indice (L/CO) — Media / DE = Z.



En ese caso el valor de la media en la linea central del gréafico tendr& el valor
cero y el valor de Z podra ser positivo o negativo (+1, +2, +3y -1, -2, -3).

Se deben insertar en el grafico de LJ los valores que se observan en cada corrida
y se debe hacer un analisis de esos valores diariamente.

Para las pruebas cualitativas se consideran aceptables valores del SCI (+) dentro
del rango de la M +/- 3 DE. En general se utilizan las reglas de Westgard: tres
reglas de alerta (1 2pg; 2 2pg; 4 1pE) Y tres mandatarias (1 spe; 10 x; R 4pe). Para el
SCI (-) no se usan las reglas de Westgard.

Los laboratorios deben definir criterios para establecer el control sobre el uso
diario de los SCI para la validacion de las corridas. El criterio para aceptar, o no,
una corrida debe constar en los POEs de cada laboratorio y en algunas
situaciones pueden mostrar diferencias entre los analitos y las plataformas
utilizadas. Lo importante es que los criterios establecidos: “Deben ser
obedecidos”.

Normalmente se acepta la corrida cuando solamente una regla de alerta es
violada y se rechaza la corrida cuando solo una regla mandatoria es violada.

El analisis diario, usando las reglas de Westgard, permite obtener diversas
informaciones como tendencias (4ipe, 10x), dispersion (12pe, 1lspe, Rape) O
cambios que pueden ser repentinos o debido a la introduccién de nuevos lotes
de reactivos. Cuando el cambio de lotes de reactivos da origen a alteraciones en
el comportamiento de los SCI, sera necesario hacer una nueva calibracion de
esos SCI.

Hoy en dia la mayoria de los laboratorios utilizan equipos/plataformas de
alimentacion continua, que poseen softwares internos que controlan las rutinas,
incluso utilizando los graficos de Levey-Jennings. Las orientaciones de los
fabricantes deben ser respetadas. Al mismo tiempo es importante que cada
laboratorio aplique sus controles internos diariamente vy verifique el
comportamiento de los mismos. También es importante establecer los periodos
en que los SCI deben ser introducidos en los equipos. La frecuencia puede variar
entre equipos, parametros, marcas comerciales y metodologias. Cuando se usan
plataformas de alimentacién continua en corridas analiticas de larga duracion es
aconsejable verificar los periodos adecuados para insertar nuevos SCI.

Control de calidad Externo

La forma mas comun de control de calidad externo (CCE) son los llamados
programas de comparacion entre laboratorios o programas de evaluacion
externa de la calidad (PEEC) o EQAS (External Quality Assessment Schedule).

Es comun que los PEEC sean obligatorios, y los laboratorios participantes deban
obtener resultados aceptables para poder ejercer sus actividades, o para evitar
sanciones o para poder lograr un determinado “status”. En este caso, el CCE o
PEEC se denomina Prueba o Ensayo de Aptitud. La participacion en uno o mas
PEEC, es requisito indispensable para la acreditacion de un laboratorio. Eso



significa que los LP deben tener un desempefio aceptable como condicion
necesaria para obtencion de las acreditaciones.

El principal objetivo de todo programa de control de calidad externo es la
evaluacion continuada y a largo plazo del Error Sistematico (ES) de los
procedimientos de medida como complemento indispensable del control interno
de la calidad. Ademas, cuando los LP aprovechan todos los datos generados en
los programas, se puede obtener informacion sobre el funcionamiento de las tres
fases analiticas del laboratorio.

Tenemos que llevar en consideracion que los inmunoensayos utilizados en el
tamizaje de donantes son pruebas cualitativas que detectan si el parametro
investigado esta presente o ausente. El Unico referencial aceptable para el
analisis de los resultados es el Cut off (valor de corte) Se utiliza un indice que
representa el valor de lectura dividido por el Cut off para definir si la muestra es
reactiva o no-reactiva. El mejor valor de corte para un inmunoensayo sera aquel
gue consiga separar mas claramente el conjunto de resultados verdaderamente
positivos del conjunto de resultados verdaderamente negativos. Para algunos
pardmetros/metodologias, esa separacion a veces no es clara y entonces se
puede establecer la llamada “zona gris” que corresponde a un porcentaje de 10%
o0 mas alrededor del valor de corte. Resultados con valores dentro de esa zona
deben ser repetidos.

Los PEEC son desarrollados por un centro organizador que muchas veces es un
proveedor fiable y en algunos casos son desarrollados por entidades
gubernamentales. Los organizadores de los programas deben atender a las
recomendaciones de las normas: ISO 17.034 e ISO/IEC 17.043. (Fig. 3)

Centro

. Recibimiento
Organizador

de muestras

Procesamient

>

™

o de las 9

Preparo de Z
o
muestras %
(Va)

control Envio de

a
D

resultados

Evaluacion**

Recibe
Evaluacion e

Informe Final

Figura 3. Programas de evaluacién externa de la calidad (PEEC) o ensayos de Aptitud;
Requisitos: (*) competencia de los productores de muestras de referencia y requisitos para los
ensayos de aptitud: ISO 17.034 y ISO/IEC 17.043. (**) Requisitos para la calidad de los
laboratorios clinicos: 1ISO 15.189.



El proveedor de los programas debe preparar muestras control, muy bien
caracterizadas, para que puedan ser usadas como referencia. Algunos
proveedores producen sus propias muestras control al paso que otros utilizan
muestras de otros fabricantes. Lo importante es que se deben utilizar muestras
control optimizadas e imparciales que puedan garantizar la homogeneidad y la
exactitud de la evaluacion.

Esas muestras, formando paneles, son enviadas a los LP que deben procesarlas
como si fueran muestras de su rutina diaria y enviar los resultados obtenidos al
Proveedor dentro del plazo previamente establecido. El reporte adecuado de los
resultados debe ser dentro de las primeras 72 horas para que se puedan aplicar
medidas que sean necesarias. Es importante que los paneles usados en los
PEEC contengan muestras positivas y negativas para todos los pardmetros del
tamizaje.

Después de haber recibido los resultados de los participantes, el proveedor, tras
un andlisis cuidadoso, debe preparar la evaluacion individual para cada uno de
los participantes, que sera confidencial, y al mismo tiempo preparar un informe
final con los datos de todos los LP, de modo a permitir que cada laboratorio
pueda ubicarse en el contexto general de los demas participantes. En ese
informe debemos encontrar el nUmero total de participantes, con sus estrategias
y metodologias utilizadas, y también de las marcas comerciales. Vamos a
encontrar el total de resultados correctos, o los RFR y RFNR por metodologia y
por marca de reactivos. Los inmunoensayos utilizados en la caracterizacion de
las muestras deberan constar del informe final, asi como los resultados de cada
uno de ellos. Todos los tramites y documentos generados en el programa
deberan ser enviados por medio del sitio de la web del proveedor, eliminando
totalmente el intercambio de informaciones en papel.

Es muy importante que los LP verifiguen atentamente las evaluaciones
individuales y al mismo tiempo lean cuidadosamente los informes finales para
aprovechar todas las informaciones enviadas. En el caso que se observen no-
conformidades, estas deben ser registradas y tratadas adecuadamente, asi
como las medidas correctivas o preventivas que sean adoptadas.

Es fundamental que los proveedores responsables de los programas de control
de calidad externo, desarrollen programas de educacién continuada que
contengan temas de interés y actualizados sobre enfermedades transmisibles
por transfusion y también sobre temas actuales de interés en salud publica.

Aungue ese tema todavia no esté bien definido en las normas internacionales,
consideramos que la frecuencia de los PEEC debe ser mensual, como minimo y
gue se utilicen muestras control optimizadas e imparciales que puedan
garantizar la homogeneidad y la exactitud de la evaluacion.

El andlisis de PEECs consecutivos mensuales, ha mostrado que todos los meses
se observa algun tipo de no conformidad, lo que refuerza la necesidad de que la
frecuencia sea mensual.

Recomendaciones finales sobre los procedimientos de control de calidad



Documentar e investigar las causas de las No conformidades observadas en los
PEEC (RFR y/o RFNR), con la participacion de todos los profesionales del LP,
aplicando las herramientas de la calidad. Las causas encontradas, asi como las
medidas correctivas 0 preventivas adoptadas deberan ser documentadas y
registradas.

Los SCI deben ser aplicados diariamente en todas las corridas del laboratorio y
el andlisis de los resultados también debe ser diario, para poder validar las
corridas. Se deben usar los criterios previamente establecidos para aceptar o
rechazar las corridas.

Todos los procedimientos de Control de calidad son muy utiles para mantener la
calidad de los resultados liberados por el laboratorio, pero hemos de tener en
cuenta que para que eso ocurra debe existir algin mecanismo externo para
auditar los procedimientos y verificar si los procesos o servicios se ejecutan de
acuerdo con los requisitos especificados y si los resultados son satisfactorios.
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