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SMNYL laboratory protocol for the verification
of qualitative immune methods
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RESUMEN ABSTRACT

La verificacion de los métodos es un requisito indispensable
para acreditar un ensayo en un sistema de gestion de calidad
bajo la NMX-EC-15189-IMNC-2015; sin embargo, en México
no existe un protocolo establecido o difundido por la entidad
mexicana de acreditacion para la verificacion de métodos
cualitativos, tal como lo establece para métodos cuantitativos, y
las guias internacionales resultan inaccesibles para la mayoria
de los laboratorios debido a los altos costos que representa su
ejecucion. Es por ello que el Laboratorio SMNYL documento y
ejecutd un protocolo propio, acorde con el uso previsto, para
verificar las caracteristicas de desempefo documentado por
el fabricante y lograr la acreditacion de tres ensayos inmu-
nologicos cualitativos, lo que nos permite proponerlo como
una alternativa, ya que a la par de ser sencillo y accesible,

The verification of the methods is an indispensable requirement
to a test in a quality management system under NMX-
EC-15189-IMNC-2015, however in Mexico there is no
protocol established by the Mexican Accreditation Entity
for the verification of qualitative methods, as established
for quantitative methods, and international guidelines are
inaccessible to most laboratories due to the high costs of their
execution. Thatis why the SMNYL Laboratory documented and
executed its own protocol, in accordance with the intended use,
to verify the performance characteristics documented by the
manufacturer to achieve the accreditation of three qualitative
immunological tests, which allows us to propose it as an
alternative, as well as being simple and accessible, it allows
obtaining objective evidence for performance verification.

permite la obtencion de evidencia objetiva para la verificacion
del desemperio.

Definiciones:

Acreditacion: procedimiento por el cual un organismo autorizado reconoce formalmente a una organizacién como
competente para llevar a cabo tareas especificas.

Certificacion: procedimiento por el cual un tercero da garantia escrita de que un producto o servicio es conforme a
requisitos especificos.

Métodos cualitativos: métodos de andlisis cuya respuesta es la presencia o ausencia de un analito, detectado en forma
directa o indirecta en una muestra, considerando sus propiedades fisicas, biolégicas o quimicas.

Validacién: confirmacion mediante aportacién de evidencia objetiva que se han cumplido los requisitos para una utilizacién
o aplicacién especifica prevista.

Verificacién: confirmacién mediante la aportacién de evidencia objetiva, con la realizacién de ensayos/pruebas y
demostraciones de que se han cumplido los requisitos de desempefo especificados.

INTRODUCCION de tener resultados oportunos, confiables y tra-
zables, caracteristicas que satisfacen las necesi-
dades de las partes involucradas y, sobre todo,
contribuyen a un diagndstico y/o tratamiento

efectivo para la salud del paciente. La siste-

n los Gltimos anos la calidad en el laborato-
rio de andlisis clinicos ha tomado particular
importancia; ésta fomentada por la necesidad
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matizacién de las actividades del laboratorio de andlisis
clinicos y la mejora continua de los procesos operativos y
técnicos a través de un Sistema de Gestion de la Calidad
(SGC) es la via certera para conseguir que los resultados
emitidos cumplan con dichas caracteristicas.

Existen diferentes directrices que se pueden utilizar
para la implementacion de un SGC, destacando la Norma
[SO 15189:2012, en su version para México la NMX-EC-
15189-IMNC-2015," por ser especifica para laboratorios
clinicos ya que, ademas de los requisitos generales del
SGC, estipula requisitos técnicos de calidad y competen-
cia para los procesos centrales del laboratorio. Adicional-
mente, los laboratorios que implementan SGC basados en
esta norma son acreditables por la Entidad Mexicana de
Acreditacion (ema),? lo que les otorga un reconocimiento
a su calidad con estandares internacionales.

Si bien es cierto que desde que la ema comenzé con
los procesos de evaluacién y acreditacion para laborato-
rios clinicos en 2005, el ndmero de acreditados ha ido
en franco crecimiento (Figura 1).> En la actualidad, de los
aproximadamente 15 mil laboratorios registrados ante
la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS),* s6lo 128 de ellos se encuentran
acreditados,” lo que representa menos de 1%, una cifra que
refleja los bajos indices de acreditaciéon en México y que
no son muy diferentes a los del resto de América Latina.®

Aunque se conocen bien los beneficios de la acredi-
tacion, es un proceso que los laboratorios perciben como
lento, costoso y de muy alta dificultad, en mayor medida
por el cumplimiento de los requisitos técnicos, con énfasis
en los asociados al proceso de validacién y verificacién
de los métodos de examen.”'8

El punto 5.5.1. de la NMX-EC-15189-IMNC-2015
determina que la validacién y verificacion de los métodos
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Figura 1: Crecimiento del nimero de laboratorios acreditados en
México en los ultimos 10 afios.
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de examen debe ser realizada por el laboratorio con el
objetivo de confirmar, mediante la obtencién de eviden-
cia objetiva, que los exdmenes se desempenan segln las
caracteristicas establecidas por el laboratorio o el propio
fabricante para el uso previsto.

La validacién es necesaria cuando los métodos de
ensayo son no normalizados, normalizados modifi-
cados o desarrollados por el propio laboratorio, y en
ella se evaltan caracteristicas como la selectividad/
especificidad, precision, exactitud, linealidad, limite
de deteccion, limite de cuantificacién y robustez.? La
verificacién es necesaria cuando el método de ensayo
empleado por el laboratorio es normalizado y utili-
zado sin modificaciones, consiste en comprobar que
el método se desempena dentro de los parametros
documentados por el fabricante. En México, la ema
en conjunto con el Centro Nacional de Metrologia
(CENAM) proporcionan una guia para la verificacion
de los procedimientos de examen cuantitativos,'® en la
que se establece que se deben evaluar como minimo
las caracteristicas de linealidad, precision, veracidad e
incertidumbre; sin embargo, para métodos cualitativos
no existe una guia establecida por la ema, lo que deja
a los laboratorios con el dilema de cémo verificar el
desempeno de estos ensayos, y aunque existen gufas
internacionales como las del CLSI"" o EURACHEM'?
resultan inaccesibles debido a los altos costos que re-
presenta en materiales, nGimero de muestras e insumos
necesarios. Es por ello que en el presente trabajo se
presenta el protocolo que utiliz6 el Laboratorio de Se-
guros Monterrey New York Life (SMNYL) para lograr la
acreditacién de tres ensayos inmunoldgicos cualitativos,
tomando como base los lineamientos establecidos por
la asesora en calidad Alba Cecilia Garzén,' lo cual
robustece el analisis con la construccion de tablas de
contingencia y el calculo de concordancias que reco-
mienda la Guia EP12-A2,"" asi como la determinacion
de la precision intermedia.

MATERIAL Y METODOS

La verificacion del desempeio se realizé por medio de
un andlisis comparativo para los inmunoanalisis qui-
mioluminiscentes de microparticulas (CMIA) HIV Ag/
Ab Combo™, Anti-HCV™, y HBsAg Qualitative 1I™ de
la marca Architect Abbott®, se utilizaron 40 muestras
para cada ensayo y se procesaron ocho por dia durante
cinco dias. Se tomaron como criterios de inclusion mues-
tras con resultados en el rango dindmico (fuertemente
positivas, débilmente positivas, débilmente negativas y
fuertemente negativas). Se buscé la idealidad de utilizar
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Tabla 1: Esquema de una tabla de contingencia.

Método de comparacion

(referencia)
Método por
verificar Reactivo No reactivo Total
Reactivo a b a+b
No reactivo c d c+d
Total atc b+d n

Porcentaje concordancia total = ((a+d)/n)*100

Porcentaje concordancia positiva = (a/(a+c))*100

Porcentaje concordancia negativa = (d/(b+d))*100

Donde:

a = Resultados concordantes, reactivos entre el laboratorio SMNYL y el
laboratorio de referencia.

b = Resultados discordantes, reactivo en SMNYL y no reactivo en el
laboratorio de referencia.

¢ = Resultados discordantes, no reactivo en SMNYL y reactivo en el
laboratorio de referencia.

d = Resultados concordantes no reactivos entre el laboratorio SMNYL y
el laboratorio de referencia.

n = Numero total de muestras evaluadas.

la mitad de muestras positivas y la mitad negativas; sin
embargo, por el uso previsto del laboratorio y dado que
nuestra poblaciéon es mayormente sana, se estableci6
utilizar como minimo 10 muestras reactivas. Para el
ensayo Anti-HCV™ se utilizaron 13 muestras reactivas y
27 no reactivas, para el ensayo HBsAg Qualitative 1™ se
utilizaron 12 muestras reactivas y 28 muestras no reac-
tivas, mientras que para el ensayo HIV Ag/Ab Combo™
se utilizaron 10 muestras reactivas y 20 no reactivas.
Los resultados obtenidos por el laboratorio SMNYL se
compararon con los obtenidos por un tercero ya acredi-
tado por la ema en dichos ensayos por medio de tablas
de contingencia, a partir de las cuales se calcularon los
porcentajes de concordancia total, concordancia positiva
y concordancia negativa de acuerdo con las férmulas
que se muestran en la Tabla 1.

Se establecieron como criterios de aceptacién concor-
dancias > 90% para cada pardmetro si la comparacion se
realiza con la misma metodologia y concordancias > 80%
si la comparacion se realiza con metodologia superior o
prueba confirmatoria; en este Gltimo caso la concordancia
total representa la eficiencia del método, la concordan-
cia positiva representa la sensibilidad y la concordancia
negativa representa la especificidad.

Adicional al andlisis comparativo y dada la metodo-
logfa de los ensayos se determing la precision intermedia
con base en la guia ema-CENAM,? se realizé repeticiones
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de dos materiales de control para cada ensayo durante
20 dias (evaluacion interserial). Para el anélisis estadistico
se determiné la media, la desviacién estandar (DE) y el
coeficiente de variacion (CV).

Se establecieron dos criterios de aceptacion para la
determinacion de precisién intermedia: 1) CV menor o
igual al CV reportado por el fabricante para cada nivel de
control en las mismas condiciones, 2) CV menor o igual
al 0.33 del error total maximo permitido (ETa) por coefi-
ciente de variabilidad biolégica porcentual (CVb), lo que
corresponde a 0.33 (49%) 0 16.17% para los tres ensayos.

RESULTADOS
Tablas de contingenciay concordancias

A continuacién se muestran las Tablas 2 a 4 de contingen-
ciay los resultados de la determinacién de concordancias
para los tres ensayos inmunoldgicos cualitativos, en los
cuales se obtuvieron concordancias de 100% para cada
criterio, lo que nos permitié comprobar el desempeiio
documentado por el fabricante.

Precision

Los resultados de las determinaciones de precision in-
termedia se muestran en la Tabla 5. Para los tres ensayos
se obtuvieron coeficientes de variacién menores a los
reportados por el fabricante en las mismas condiciones,
asf como menores a la fraccion permitida del ETa basado
en CVb, por lo que los tres ensayos fueron aceptados en
ambos criterios.

Tabla 2: Tabla de contingenciay concordancias

para el ensayo anti-HCV™,

Anti-HCV referencia

Anti-HCV SMNYL Reactivo  No reactivo Total
Reactivo 13 0 13
No reactivo 0 27 27
Total 13 27 40

Resultado Criterio

Parametros evaluados (%) (%) Interpretacion
Concordancia total 100 90 Aceptada
Concordancia positiva 100 90 Aceptada
Concordancia negativa 100 90 Aceptada
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Tabla 3: Tabla de contingencia y concordancias

para el ensayo HBsAg Qualitative [I™,

HBSAg referencia
HBSAg SMNYL Reactivo  No reactivo Total
Reactivo 12 0 12
No reactivo 0 28 28
Total 12 28 40
Pardmetros Resultado Criterio
evaluados (%) (%) Interpretacion
Concordancia total 100 90 Aceptada
Concordancia 100 90 Aceptada
positiva
Concordancia 100 90 Aceptada
negativa

Tabla 4: Tabla de contingencia y concordancias

para el ensayo HIV Ag/Ab Combo™.

HIV Ag/Ab Referencia
HIV Ag/Ab SMNYL Reactivo  No Reactivo Total
Reactivo 10 0 10
No reactivo 0 30 30
Total 10 30 40
Pardmetros Resultado Criterio Interoretacion
evaluados (%) (%) P
Concordancia total 100 90 Aceptada
Concordancia positiva 100 90 Aceptada
Concordancia negativa 100 90 Aceptada

CONCLUSIONES

El protocolo y los resultados que hemos presentado nos
llevaron a lograr la acreditacion de los tres ensayos, ya
que se obtuvo evidencia objetiva para verificar el des-
empeno de acuerdo con el uso previsto. Los resultados
fueron revisados en un ejercicio de auditorfa por parte
de la ema en 2018, en el que participaron un evaluador
lider técnico y dos expertos técnicos. En dicho ejercicio
revisaron, ademas de los resultados presentados en este
articulo, las evidencias de respaldo, entre otras cosas,
los resultados emitidos por los equipos, el estado de ca-
libracion y la trazabilidad de los calibradores, el control
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de calidad interno y el desempeno en los programas de
evaluacién externa de la calidad, lotes y fechas de cadu-
cidad del material empleado, asi como los informes de
resultados utilizados como referencia.

El interés por obtener el reconocimiento a la calidad
en el laboratorio a través de la acreditacién va en franco
aumento en nuestro pais; sin embargo, cuando iniciamos
este largo y costoso proceso, el impacto econémico que
representa para la organizacion es sustancial y lograr el
cumplimiento a los requisitos asociados a la verificacién
de los métodos de ensayo representa sin duda el gasto
mds significativo. Si bien es cierto que enfrentamos las
dificultades de cumplir requisitos con un alto indice de
complejidad, debemos buscar la forma mas sencilla y
adecuada para dar cumplimiento, sin perder de vista
lo mas importante y que se convierte en el verdadero

Tabla 5: Resultados de la determinacion

de precision intermedia.

Ensayo Parametro Control 1 Control 2
Anti-HCV™  n 20 20
Media 0.07 3.19
S 0.01 0.13
CV obtenido 12.40 4.02
CV fabricante <134 <53
0.33*CVb <16.17 <16.17
Criterios de aceptacion del ensayo
CV obtenido < CV fabricante Aceptada
CV obtenido < 0.33*CVb Aceptada
HBsAg n 20 20
fl?#ﬂa“ta“ve Media 0.22 3.44
S 0.02 0.12
CV obtenido 7.24 3.41
CV fabricante'® <7.90 <53
0.33*CVb <16.17 <16.17
Criterios de aceptacion del ensayo
CV obtenido < CV fabricante Aceptada
CV obtenido < 0.33*CVb Aceptada
HIV Ag/Ab n 20 20
Combo™ Media 5.08 416
S 0.65 0.16
CV obtenido 12.80 3.92
CV fabricante'® <14.0 <14.0
0.33*CVb <16.17 <16.17
Criterios de aceptacion del ensayo
CV obtenido < CV fabricante Aceptada
CV obtenido <0.33*CVb Aceptada
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objetivo del laboratorio, proporcionar resultados opor-
tunos y confiables.

Proponemos este protocolo como una alternativa,
ya que a la par de ser sencillo y accesible, permite la
obtencién de evidencia objetiva para la verificacion
del desempefio.
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