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1. OBJETIVO

Establecer un sistema de aseguramiento de la calidad analitica en el area de
biologia molecular del Laboratorio Departamental de Salud Puablica para asegurar
la calidad y confiabilidad de los resultados de los ensayos de PCR en tiempo real.

2. ALCANCE

La presente guia aplica desde la recepcion de la muestra, el desembalaje y
alistamiento de la muestra, preparacion de reactivos, extraccion de acidos
nucleicos, amplificacién de ADN, validacion de resultados, emision de resultados y
almacenamiento de las muestras en el area de biologia molecular del Laboratorio
Departamental de Salud Publica.

3. NORMATIVIDAD APLICABLE

La guia de aseguramiento de la calidad analitica en el area de biologia molecular
del Laboratorio Departamental de Salud Publica de Santander esta basada en la
norma NTC-ISO/IEC 17025:2017 "Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracién”. Su objetivo principal es asegurar que los
laboratorios sean capaces de producir resultados técnicamente validos y confiables.
Adicionalmente se siguen los lineamientos del Instituto Nacional de Salud. La guia
de aseguramiento de la calidad analitica en el area de biologia molecular esta
disefiada para ayudar a cumplir con los requisitos establecidos en la norma, y
asegurar la calidad y confiabilidad de los resultados de los ensayos de PCR en
tiempo real realizados en el Laboratorio Departamental de Salud Publica de
Santander
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4. DEFINICIONES

Aseguramiento de la calidad: Parte de gestion de la calidad orientada a
proporcionar confianza en que se cumpliran los requisitos de la calidad.

Control de Calidad Externo: Sistema de comparacion objetiva y retrospectiva de
los resultados de diferentes laboratorios, realizados por una organizacion externa,
con el propdsito de promover un alto estandar de calidad

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio

Insatisfactoria: Reporte citoldgico que no se puede valorar, puede ser causado por
extendidos gruesos, inflamatorios, hemorragicos, escaso material celular y
problemas técnicos de fijacion y coloracion.

Laboratorio Departamental Salud Publica Santander (LDSP): Entidad publica
del orden departamental o distrital, encargada del desarrollo de acciones técnico
administrativas realizadas en atenciéon a las personas y el medio ambiente con
propdsitos de vigilancia en salud publica, vigilancia y control sanitario, gestion de la
calidad e investigacion.

Instituto Nacional de Salud (INS): Entidad publica de caracter técnico cientifico en
salud publica, de cobertura nacional, que contribuye a la proteccion de la salud en
Colombia, mediante la gestion del conocimiento, el seguimiento al estado de la
salud de la poblacién y la provision de bienes y servicios de interés en salud publica.

Sensibilidad: Es la capacidad que se tiene de detectar las muestras
verdaderamente positivas.

Norma ISO 17025: Norma internacional que establece los requisitos generales para
la competencia en la realizacion de ensayos y/o de calibraciones, incluido el
muestreo. Cubre los ensayos y las calibraciones que se realizan utilizando métodos
normalizados, métodos no normalizados y métodos desarrollados en el propio
laboratorio.
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Acreditacion: La Acreditacion es un testimonio que da el Estado sobre la calidad
de un programa o institucion con base en un proceso previo de evaluacion en el
cual intervienen la institucion, las comunidades académicas y el Consejo Nacional
de Acreditacion.

Sistema de calidad: Un sistema de calidad es un método planificado y sistemético
de medios y acciones, encaminado a asegurar suficiente confianza en que los
productos o servicios, se ajusten a las especificaciones. Es una herramienta para
alcanzar, mantener y mejorar la calidad.

Control de la Calidad: Técnicas y actividades de caracter operativo, utilizadas para
satisfacer los requisitos de Calidad de un producto o servicio.

Gestion de la Calidad: Actividades de la funcion empresaria que determinan la
politica de la calidad, los objetivos y las responsabilidades, y que se implementan a
través de la planificacion de la calidad, el control de la calidad, el aseguramiento de
la calidad y el mejoramiento de la calidad, en el marco del sistema de la calidad.

Aseguramiento de la Calidad: Todas las actividades planificadas y sistematicas
implementadas dentro de un Sistema de la Calidad que permiten demostrar
confianza en que un producto o servicio cumplira con los requisitos de la Calidad.

Trazabilidad: Aptitud de reconstruir la historia, la utilizacion o la localizacion de un
producto por medio de identificaciones registradas.

Validacion: Confirmacion por examen y aporte de evidencias objetivas de que los
requisitos particulares para un uso especifico previsto han sido satisfechos.

Limpieza: Eliminacion de tierra, residuos de alimentos, polvo, grasa u otras
materias objetables.

Contaminacién: Presencia de cualquier materia objetable en el producto.

Desinfeccion: Reduccién, sin menoscabo de la calidad del alimento, mediante
agentes gquimicos y/o métodos fisicos higiénicamente satisfactorios, del nimero de
microorganismos a un nivel que no dé lugar a la contaminacién nociva del alimento.

Control de ambientes: la evaluacion de la calidad microbiologica del ambiente nos
indica la cantidad de microorganismos que estan presentes en un area determinada.
Existen diferentes métodos que permiten evaluar la calidad microbiologica del aire.

Uno de los mas utilizados es el método de sedimentacion en placas de agar.

Version Elaboracion Revisién Técnica Revision de Calidad
0 Yury Katherine Quintero - Alejandra Galvis Vargas




Aputtin it Cotontic | GUIA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD |copico MI-GS-GI-157

Py ANALITICA DEL AREA BIOLOGIA VERSION 0
i ;% MOL ECULAR FECHA DE APROBACION 09/08/2023
e LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE ,

o loraiin o Sostinid SALUD PUBLICA PAGINA 7de 36

Control de Superficies: el control microbiolégico de superficies nos propicia
informacion sobre la cantidad de microorganismos presentes sobre una superficie
inerte. Esta evaluacion generalmente se hace utilizando el método del hisopo.

5. INTRODUCCION

La biologia molecular es una disciplina cientifica que se ha convertido en una
herramienta clave en el diagnostico y tratamiento de diversas enfermedades. Dentro
de esta disciplina, la técnica de PCR en tiempo real es ampliamente utilizada para
la deteccion y cuantificacion de material genético en diferentes tipos de muestras
bioldgicas. En el Laboratorio Departamental de Salud Publica de Santander se ha
implementado esta metodologia para la detecciébn de patdégenos causantes de
enfermedades de interés en salud publica para atender las necesidades del
departamento. En este proceso es importante garantizar la calidad y confiabilidad
de los resultados de los ensayos que nos permita asegurar una toma de decisiones
clinicas o de salud publica adecuada. Con este objetivo se ha desarrollado esta guia
de aseguramiento de la calidad analitica, enfocada en todos los pasos involucrados
en la realizacién de los ensayos de PCR en tiempo real, desde la recepcion de la
muestra hasta el almacenamiento de la misma, basada en la norma NTC-ISO/IEC
17025 apuntando a asegurar la competencia técnica del laboratorio en el area de
biologia molecular.

6. CONDICIONES GENERALES

La presente guia tiene como objetivo establecer un sistema de aseguramiento de la
calidad analitica en el &rea de biologia molecular del Laboratorio Departamental de
Salud Publica, con el fin de garantizar la validez y confiabilidad de los resultados de
los ensayos de PCR en tiempo real para la deteccion de SARS-CoV-2, Bordetella,
Trypanosoma cruzi, Monkeypox virus y los que se implementen en el area. En ella
se detallaran los requisitos y procedimientos necesarios para asegurar la calidad de
los andlisis, desde la seleccion y preparacion de las muestras hasta la emision de
informes, incluyendo la gestion de la documentacion, el control de la calidad interna
y externa, la capacitacion del personal y la revision y mejora continua del sistema
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Figura 1.

Puntos clave en el del aseguramiento de la calidad en el &rea Biologia Molecular

Muestra
opEnsEy

Insumos y
reactivos

7. PREANALISIS
7.1 Recepcion de muestras

A todas las muestras clinicas recibidas en el laboratorio de Biologia Molecular
procedente de IPS/ESE (Red privada o publica) se les realiza la verificacion de la
documentacion asociada a la muestra al llegar al LDSP, si cumple, se verifica
temperatura, deben conservase y transportarse segun las indicaciones del ensayo
y las condiciones de bioseguridad requeridas en su embalaje (ejemplo, para Sars
Cov2, Bordetella, Monkeypox virus requieren triple embalaje y refrigeracion (2 a
8°C), Trypanosoma cruzi temperatura ambiente), las IPS/EPS (Red publica o
privada) deben garantizar la 6ptima conservacion, embalaje y transporte de dichas
muestras hasta la recepcion en el laboratorio (Figura 2) :
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Figura 2.

Aseguramiento de la calidad en la recepcién de muestras en el area Biologia Molecular

INICIO

1. Recibir

al usuario

5. Radicar muestra

A

y

2. Recibir las muestras

v

NO

4. Devolver o

descartar la

muestra

Ol

¢Cumple

documentacion?

¢Cumple

requisitos?

6. Verificar requisitos de

muestras y qocumentos

Sl

A 4

3.Revisar y verificar

Sl

NO

las muestras ’

6. almacenar muestras

Sl

FIN

En el caso de que la muestra cumpla con algun criterio de rechazo, se debera
devolver inmediatamente, diligenciando el formato de rechazo de muestras
(Formato de muestras rechazadas por no cumplimiento de criterios MI-GS-RG-141)

y notificando a

la institucion)
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ANALISIS (PCR) MATRIZ TEMPERATURA PARA EL
TRANSPORTE
MUESTRAS
SARS CoV-2 Muestras respiratorias (Hisopado,
Bordetella spp. aspirado nasofaringeo)

Monkeypox virus | Muestras respiratorias (Hisopado 2°C a 8°C
orofaringeo), exudado y costra de
lesion

Trypanosoma cruzi | Sangre total con guanidina Temperatura ambiente

Tabla 1. Condiciones de Temperatura para el transporte de muestras

Muestras sin formato de remisién o acta de toma de muestra
El formato de remision o acta de toma de muestras no es el requerido

El formato de remisién o acta de toma de muestra esta incompleto o
se diligencid incorrectamente

Formatos de remision de muestras o actas de toma de muestras con
tachones. enmendaduras o en mal estado

Criterios No coincide la informacidn del formato de remisidn o acta de toma de
de muestra con la muestra remitida

h Muestras no estan relacionadas en los formatos de remision o acta de
rechazo toma de muestra

de La muestra no esta correctamente identificada
muestras ) o )
Muestra insuficiente o volumen inadecuado
Muestras en recipiente o envase inadecuado
Muestras con temperatura de transporte inadecuada
Muestras en recipiente roto

Muestras sin rotular

Muestras destapadas o mal embaladas

Tabla 2. Criterios de rechazo de muestras
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Una vez se verifica que la muestra cumple y es aceptada se almacena hasta su
procesamiento. Las condiciones de almacenamiento se muestran en la siguiente

matriz:

SARS CoV- Muestra

2 respiratori

Bordetella a,

spp.

Monkeypox Muestra

virus respiratori
a ylo
exudado,
costra de
lesion

Trypanoso  Sangre

ma cruzi total con
guanidina

Todos los Acidos

patégenos  nucleicos

-80°C

Temperatur
a ambiente

-80°C

1 afio

6
meses

1 afio

Frezeer -
80°C de
biologia

molecular
PHBI (En
viales tapa
rosca y
criocajas

rotuladas)

Recipiente
con cierre
hermético
rotulado en
el area de
recepcion
de
muestras
de Biologia
molecular
Frezeer -
80°C de
biologia
molecular
PHBI (En
viales tapa
rosca y
criocajas
rotuladas)

Profesiona
|'y auxiliar

Profesional
y auxiliar

Tabla 3. Matriz de almacenamiento de nuestras en el &rea de biologia molecular

Conten
edor

rotulad
0 como
riesgo
biolégi
co

introdu
cir en
bolsa
roja

Autocla
ve y
descart
ar en
bolsa
roja

Bolsa
roja

Es importante incluir y llevar seguimiento de todas las muestras almacenadas en la
base de datos de almacenamiento de muestras como se describe en el instructivo

de gestion de muestras.
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7.1.1 Control de calidad de las muestras recepcionadas
QUE cOMO CUANDO ACCION DOCUMENTOS  RESPONSABLE
CORRECTIVA
Recepcién de Verificar que las Diario. Devolucién de Manual de Auxiliar del area
las muestras. muestras  nho las  muestras procedimientos
para remision,
cumplan con los que cumplan transporte,
criterios de algin  criterio almacenamiento
y conservacién
rechazo o] de rechazo,
de muestras MI-
devolucién con acta de GS-MA-11
establecidos por devolucién Formato de
) muestras
el Laboratorio rechazadas por
no cumplimiento
de criterios (MI-
GS-RG-141)
Ingreso de Confirmar el Diario. Las muestras e Formatos de
muestras. nombre y el ID que no remision de Auxiliar del area
muestras.
del paciente en coincidan con e Fichas de
bases de datos la informacion ~ hotificacion. Responsable de
_ e Base de datos del
nacionales de la area o sistema area.
(Adres, policia, documentacion ~ 9uane.
Sisbhén, etc.). asociada y la
informacién de
las bases de
datos
nacionales
deberan
notificarse a la
institucién y en
caso de no
resolverse
seran
devueltas con
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acta de
devolucion.
Realizar calidad
del dato a Ia Las muestras Ingeniero de
informacion que no sistemas
ingresada coincidan la
informacién en
la
documentacién
asociada y la
base de base
de datos del
area, deben
ser corregidos
y realizar la
notificacién al
auxiliar
encargado de
esta digitacion.
Procesamiento Verificar el Cuando Si hay e« Manual de Analista
de las muestras. rotulo de todas se inconsistencia tecnicas.

e [ormato
de las muestras realicen de muestras, Verificacion de
a procesar procesos estan no se dat(_)s de

pacientes en
procesaran, muestras a
hasta no procesar MI-GS-
RG-734
realizar la
trazabilidad del
evento.
Almacenamiento Almacenar el Diario e Manual de Profesional.
de las muestras. 100% de las tecmca;.

e |nstructivo de
muestras gestion de
procesadas muestras.

) e Base de datos de
segun las almacenamiento

condiciones de

la matriz de

de muestras.

Version

Elaboracion Revisién Técnica

Revision de Calidad

0 Yury Katherine Quintero -

Alejandra Galvis Vargas




sl . Cclhontis

s
o,
§

a

»

e it
e o
'61 losrcactire o - //////////// 2

e

GUIA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD
ANALITICA DEL AREA BIOLOGIA
MOLECULAR
LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE
SALUD PUBLICA

CcODIGO MI-GS-GI-157
VERSION 0
FECHA DE APROBACION 09/08/2023
PAGINA 14 de 36

almacenamiento

y el
establecido en

protocolo

el instructivo de

Responsable

técnico del area.

gestion de
muestras
Resultados Tomar el 10% Semanal Las Bases de datos.
de las muestras inconsistencias ® Instruc_t_lvo de
trazabilidad a los
procesadas, Yy encontradas procesos del area
realizar toda la deben quedar de biologia M-
. GS-IN-23
trazabilidad al documentadas Verificacion de
proceso desde en el formato  datos de
| . . pacientes en
a recepcion de destinado para muestras a
la muestra hasta tal fin. procesar MI-GS-
L, RG-734

la emision de Las que
resultado y requieran
almacenamiento levantamiento
de la de trabajo de
contramuestra. ensayo no

conforme

deberan

realizarse.

Los que

requieran la

toma de

acciones

correctivas se

deben

levantar, hacer

seguimiento

hasta su cierre.

Los resultados

mal digitados,

deben ser
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corregidos y
enviados de
nuevo al
laboratorio
remitente.
Descarte de Cumplido el o e Instructivo de Profesional
muestras. tiempo de gestion de Auxiliar del area.
muestras.
almacenamiento e Matriz
después del almacenamiento
de muestras
procesamiento, clinico.
las muestras e Acta de descarte

de muestras.
deben ser

descartadas a
excepcion de las
discordantes.

Tabla 4 Control de calidad de las muestras recepcionadas

8. ANALISIS

8.1 Condiciones ambientales

En todos los pasos del proceso de la PCR en tiempo real, es necesario controlar las
condiciones ambientales para evitar que interfieran negativamente en los resultados
obtenidos.

El laboratorio cuenta con una adecuada ventilacibn para mantener un ambiente
limpio, sin particulas de polvo o impurezas, y se evitan cambios bruscos de
temperatura. Por esta razén, se mantienen las puertas cerradas para evitar el flujo
de aire desde las areas externas. Asimismo, se minimiza la presencia de personas
y visitantes en las areas, las cuales estan separadas para preservar la integridad de
los ensayos y reducir el potencial de contaminacion cruzada en las muestras.
Adicionalmente se debe realizar limpieza de mesones y equipos del area siguiendo
los protocolos de limpieza y desinfeccion descritos en el Manual de limpieza y
desinfeccion MI-GS-MA-05, verificando el aseo general del &rea y su respectivo
registro en el formato “Verificacion de limpieza de areas / superficies MI-GS-RG-
115"

Para el alistamiento de la muestra, la temperatura y la humedad relativa deben
estar controladas y en rangos adecuados para evitar la degradacion de los acidos
nucleicos y la contaminacién cruzada.

En el proceso de extraccion de &cidos nucleicos, las condiciones ambientales
también son importantes para garantizar una extraccion adecuada y una alta pureza
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del ADN o ARN. Se recomienda trabajar en un &rea estéril y controlada, en esta
seccion se cuenta con cabina de flujo laminar.

Es importante mencionar que algunas plataformas de extraccion de &acidos
nucleicos pueden requerir condiciones ambientales especificas y controladas, como
ciertas temperaturas y humedad relativa, y es indispensable seguir las
recomendaciones del fabricante para obtener los mejores resultados.

Parala adicion de &cidos nucleicos y la amplificacion mediante PCR en tiempo
real, es importante mantener una humedad relativa adecuada para evitar la
evaporacion de la muestra durante la amplificacion. Adicionalmente, se requiere
mantener el area de trabajo lo mas estéril posible y evitar la contaminacion de las
muestras con ADN externo. Para esto se trabaja en una cabina de flujo laminar y se
utilizan pipetas especificas para cada patégeno.

En nuestro laboratorio de biologia molecular se han establecido los rangos de
temperatura que se muestra en la tabla.5. A diario se realiza la limpieza y
desinfeccién de las de las areas y la toma de medidas de temperatura y humedad
ambiental, las cuales son registradas en los formatos “formato de verificacion de
limpieza y desinfeccidon de areas y superficies mi-gs-rg-115 y Registro de
Temperatura y Humedad Relativa para los laboratorios mi-gs-rg-37,
respectivamente, de acuerdo a los lineamientos de la “guia control de instalaciones
y condiciones ambientales MI-GS-GI-148, si estos no se encuentra entre los rangos
permitidos para los andlisis, no se llevara a cabo ningun proceso hasta que se
encuentre en los rangos establecidos.

15 a 25°C Dos veces al dia
(9:00 amy 2:00
30% a 80% pm)

18 a 25°C Dos veces al dia
(10:00 am y 3:00
pm)

Tabla 5. Condiciones ambientales areas biologia molecular
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8.2. Control de ambientes y superficies

El control de ambientes es realizado por profesionales del &rea de microbiologia.
El proceso se realiza mensualmente, segun las indicaciones del Manual de control
microbiologico de ambientes y superficies del LDSP. Los limites permitidos de la
UFC estan indicados en la tabla 6.

1-bm Master mix Meson

2-bm Cabina

3-bm Esclusa

4-bm Recepcién de  Mesoén

5-bm muestras Esclusa

6-bm Cabina

7-bm Extraccion Mesoén

8-bm Cabina de flujo laminar (CFL)
9-bm Cabina de flujo laminar (CFL)
10-bm Esclusa

11-bm PCR Meson

12-bm CFX- 96

13-bm Cabina 1

14-bm Cabina 2

Tabla 6. Control de ambientales y superficies areas biologia molecular

En caso de que los resultados obtenidos en ambientes y superficies excedan el
limite establecido, es necesario llevar a cabo de inmediato el procedimiento de
limpieza y desinfeccion del area afectada, y verificar la eficacia de la desinfeccién
mediante la toma de una muestra correspondiente. Ademas, se debe registrar el
incidente como un trabajo no conforme en el Registro de producto y/o servicio no
conforme, y presentar una solicitud de accién de mejora.

8.3. Reactivos, medios y materiales de laboratorio

Una vez adquiridos los reactivos y llevados al area de biologia molecular, es crucial
implementar medidas de aseguramiento de calidad para garantizar su integridad y
rendimiento Optimo. A continuacion, se describen algunas las acciones que se
establecieron en el laboratorio de biologia molecular y que el personal debe realizar:
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Almacenamiento adecuado: Almacenar los reactivos en condiciones dptimas para
preservar su estabilidad y funcionalidad. Asegurarse de que se mantengan en la
temperatura adecuada, protegidos de la luz y correctamente etiquetados. Se tiene
establecidas dreas designadas y sistemas de organizacion para facilitar la
identificacidon y acceso a los reactivos.

Control de fechas de caducidad: Se debe llevar un registro preciso de las fechas de
caducidad de los reactivos y establecid un sistema de control para evitar la utilizacion
de aquellos que hayan expirado(semaforizacidn). Se debe realizar una gestion
adecuada de los inventarios y aplicar el principio de "primero en entrar, primero en
salir" (FIFO) para asegurar el uso oportuno de los reactivos antes de su vencimiento.

Verificacion de integridad y calidad: Antes de utilizar los reactivos, es necesario
realizar una verificacién visual de su integridad, inspeccionando los envases y
verificando que no haya signos de deterioro, filtraciones o contaminacién.
Asimismo, se debe llevar a cabo un control de calidad interno mediante pruebas de
referencia o controles de calidad para asegurar la consistencia y validez de los
reactivos (incluir control de reactivos en cada corrida analitica)

Seguimiento de lotes y proveedores: Se debe mantener un registro detallado de los
\ lotes y proveedores de los reactivos utilizados(registrar en las hojas de trabajo). Esto
Tl permite rastrear la procedencia de los reactivos en caso de surgir problemas de

/ calidad y facilita la comunicacién con los proveedores en caso de consultas o
necesidad de informacién adicional.

Capacitacion y entrenamiento del personal: capacitar y entrenar adecuadamente al
personal del area sobre el manejo y almacenamiento correcto de los reactivos. Esto
incluye instrucciones sobre el uso adecuado, precauciones de seguridad,
manipulacién, preparacién y descarte adecuado de los reactivos

Monitoreo de rendimiento: Se pueden establecié seguimiento y llevar a cabo
evaluaciones periédicas para monitorear el rendimiento de los reactivos. Esto incluiye
la comparacion de resultados obtenidos con valores de referencia, la revision de
controles de calidad internos y la participacidén en programas externos de evaluacion
de calidad.

Revision de Calidad
Alejandra Galvis Vargas

Version Elaboracion Revisién Técnica
0 Yury Katherine Quintero -




il lios . Lottt | GUIA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD |copico MI-GS-GI-157
f*“’"wz ANALITICA DEL AREA BIOLOGIA VERSION 0
o o MOL ECULAR FECHA DE APROBACION 09/08/2023
'r@’ LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE ,

C lormamivon il St SALUD PUBLICA PAGINA 19 de 36

Al implementar estas medidas de aseguramiento de calidad, se promovee la
fiabilidad y consistencia de los resultados obtenidos en el laboratorio de biologia
molecular, lo que contribuye a la confiabilidad de los andlisis y a la toma de
decisiones basada en los resultados.

8.4. Control de calidad de equipos:

Una vez adquiridos los equipos y llevados al area de biologia molecular, es crucial
implementar medidas de aseguramiento de calidad. A continuacion, se describen
algunas las acciones que se establecieron en el area y que el personal debe realizar

Instalacion adecuada: Es importante asegurarse de que los equipos sean instalados
correctamente de acuerdo con las especificaciones del fabricante y las normativas de
seguridad. Se deben seguir los procedimientos recomendados para la conexién de cables,
suministro de energia y configuracién de parametros, el profesional debe estar al tanto
haciendo acompafiamiento al técnico durante la instalacién y mantenimientos.

Programa de mantenimiento preventivo: Anualmente el LDSP establece un programa de
mantenimiento preventivo para asegurar el correcto funcionamiento de los equipos a lo largo
del tiempo. Esto incluye realizar inspecciones regulares, limpieza adecuada, lubricacidn,
reemplazo de partes desgastadas y verificacion de funcionalidad a cargo del técnico de
mantenimiento con acompafiamiento del profesional del area.

Control de calidad interno: Se establecieron controles de calidad internos para verificar el

rendimiento de los equipos. Esto implica el uso de controles para evaluar la precisién y

exactitud de los resultados. Los controles deben ser analizados junto con las muestras de
/ los pacientes para detectar desviaciones o problemas en los resultados.

Capacitacion del personal: Impartir capacitacion adecuada al personal sobre el usoy
mantenimiento de los equipos. Esto incluye instrucciones sobre la operacién correcta,
precauciones de seguridad, limpieza y mantenimiento basico. El personal debe estar
familiarizado con los procedimientos y protocolos especificos para cada equipo utilizado en
el laboratorio, para ello se realiza una evaluacion de competencias al ingresar y anualmente
y se deja constancia firmando la autorizacién de uso de equipos.

Gestion de incidencias: Si se produce una falla o incidencia en un equipo, se debe seguir un

protocolo de gestién de incidencias para abordar rdpidamente el problema. Esto incluye la
g/ notificacion al responsable de mantenimiento, la evaluacion del impacto en los resultados y la
implementacidn de acciones correctivas o de mantenimiento correctivo.
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En la siguiente tabla se indica como se realiza el seguimiento a los equipos del &rea.

Cuando se obtiene un punto

Verificar que la Dos Control de fuera de los rangos definidos,
temperatura se veces en temperatura se realiza una nueva toma
encuentre entre eldia equipos pasado una hora. Ante Ia
los rangos isotérmicos persistencia de error, se genera
adecuados (2-8°C) solicitud de mantenimiento.
Limpieza y Si se observa una inadecuada
desinfeccién de limpieza, se solicita al técnico
Limpiar y equipos (ver realizar de nuevo el
desinfectar Mensual manual de procedimiento. (ver manual de
limpieza, limpieza, desinfeccién)

desinfeccidn)
Cuando se obtiene un punto

Auxiliar y
Profesional del
area

Auxiliar del
area

Verificar que la fuera de los rangos definidos,
temperatura se Dos Control de se realiza una nueva toma Auxiliar y
encuentre entre veces en temperatura pasado una hora. Ante la Profesional del
los rangos eldia equipos persistencia de error, se genera area
adecuados (-20°C) isotérmicos solicitud de mantenimiento.
Inspeccionar la Cadauso Registro de uso Si no hay corriente de aire se
corriente de aire de equipos debe generar solicitud de Profesional
mantenimiento.
Calificacion y Soporte de
mantenimiento mantenimientos No aplica. Coordinador de
(Ldmpara uv, Anual y certificados de calidad y
filtros, calibracién técnico de
funcionamiento mantenimient
general) o
Las temperaturas fuera de las
establecidas para la incubadora
segln su requerimiento, se
deben realizar una nueva toma B
pasado una hora. la Auxiliar v
persistencia de error, se genera Ii’rofe5|onal del
solicitud de mantenimiento. area
Verificar Dos Control de
temperatura veces en temperatura
el dia equipos
isotérmicos
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Verificar que Ila Dos Control de Cuando se obtiene un punto
temperatura se veces en temperatura fuera de los rangos definidos,
encuentre entre eldia equipos se realiza una nueva toma
los rangos isotérmicos pasado una hora. Ante la Auxiliar y
adecuados (-80 °C) persistencia de error, se genera I?rofesional del
solicitud de mantenimiento. area
Si se observa una inadecuada
limpieza, solicitar al analista Profesional del
Limpiar Cadauso Instructivo de encargado de repetir la drea
uso limpieza
Calificacion y Anual Manual del Cuando el equipo presente
mantenimiento equipo fallas, se debe informar al Profesional del
responsable de mantenimiento area
del laboratorio y solicitar
soporte al drea técnica de
Biorad.
Si se observa una inadecuada
limpieza, solicitar al analista Profesional del
Limpiar Cadauso Instructivo de encargado de repetir la area
uso limpieza
Calificacion y Anual Manual del Cuando el equipo presente
mantenimiento equipo fallas, se debe informar al Profesional del
responsable de mantenimiento area
del laboratorio y de ser

necesario solicitar soporte al
area técnica de Annar.

Tabla 7. Control de calidad de equipos del area biologia molecular

8.5. Métodos de andlisis

Los métodos de analisis utilizados en el Laboratorio Departamental de Salud Publica
de Santander para la deteccion y cuantificacion de material genético en diferentes
tipos de muestras biolégicas se basan en procedimientos estandarizados por el
Instituto Nacional de Salud. Estos procedimientos incluyen la extraccion de acidos
nucleicos, la amplificacion de ADN mediante la técnica de PCR en tiempo real, y la
validacion de resultados. Es importante destacar que el laboratorio documenta
todas las técnicas utilizadas en la realizacion de los ensayos de PCR en tiempo real
haciendo mencion de los procedimientos de referencia. La documentacion de las
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técnicas incluye, ademds, la descripcion detallada de los procedimientos, los
reactivos y materiales utilizados, asi como el registro de cualquier modificacion o
ajuste realizado durante la realizacion de los ensayos.

8.6. Verificacion y/o confirmacion de los métodos

Para garantizar la calidad de los resultados obtenidos en los ensayos de PCR en
tiempo real, se realiza una evaluacion exhaustiva de los parametros de desemperio,
incluyendo la especificidad, la sensibilidad y la precision (esto de acuerdo con el
inserto de la prueba, el contexto de la patologia a implementar y la directriz del INS).
En la siguiente tabla se describe en qué casos se realiza una validacién secundaria

o verificacion:

criterios de verificacion y

reevaluacién de métodos

Descripcion

Implementacion de una técnica nueva

Cuando se parte de una técnica
validada es necesario realizar la

verificacion o segunda validacion.

Paso del tiempo desde la verificacién

Es importante recordar que la
validacion es un proceso continuo y que
se debe realizar una evaluacion regular
de la calidad de los resultados
obtenidos, incluso después de que se
haya completado la validacion inicial.
Por lo tanto, en el area de biologia
molecular se establecié que se debe
realizar una verificacion regular de la
técnica, al menos una vez al afio, para
asegurar la precision y exactitud de los

resultados.

Modificaciones al método

1.Cambios en el equipo utilizado: Si
se adquiere un nuevo equipo 0 se

reemplaza alguno de los componentes
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criticos de la técnica (por ejemplo, el
termociclador para PCR), es necesario
realizar una  nueva  validacion
secundaria o  verificacion  para
garantizar que la metodologia sigue
siendo precisa y reproducible.

2. Cambios en los reactivos
utilizados: Si se cambian los reactivos
utilizados para la técnica (por ejemplo,
se cambia la marca del kit de extraccion
de ADN), es necesario realizar una
nueva validacion o verificacion para
evaluar si hay alguna diferencia en la
sensibilidad o especificidad de la
técnica.

3.Cambios en el personal encargado
de realizar la técnica: Si hay cambios
en el personal encargado de realizar la
técnica, es importante asegurarse de
que el nuevo personal esté capacitado
adecuadamente y tenga la experiencia
necesaria para realizar la técnica de
manera consistente y confiable.
4.Cambios en las condiciones de
trabajo: Si se cambian las condiciones
de trabajo (por ejemplo, la temperatura
o la humedad del ambiente de trabajo),
es importante evaluar si estas

condiciones pueden afectar la precision
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o la reproducibilidad de la técnica.

*en algunos casos puede ser suficiente
realizar una verificacion mas limitada
para evaluar el impacto del cambio en
la metodologia. Por ejemplo, si se
cambia la marca de un reactivo, pero se
mantiene la misma técnica, puede ser
suficiente realizar algunos controles
adicionales para evaluar si hay alguna
diferencia en la sensibilidad o
especificidad de la técnica.

5. Cambios en la matriz de la
muestra. La verificacion de Ila
metodologia  podria  implicar la
evaluacion de varios parametros,
incluyendo la eficacia de la extraccion
de la muestra, la sensibilidad y la
especificidad de la técnica utilizada y la
posible interferencia de la matriz en el
resultado final. Dependiendo de la
complejidad de la técnica y de la matriz
de la muestra, la verificacion podria
requerir una nueva validacion completa
0 una verificacion mas limitada de

algunos aspectos criticos.

Cambios fundamentales en la | cuando se produzcan cambios en la
infraestructura fisica infraestructura del area
analitica que involucren adecuaciones
extensas del espacio, se debe realizar
Version Elaboracion

Revisién Técnica Revision de Calidad

0 Yury Katherine Quintero

Alejandra Galvis Vargas




il lios . Lottt | GUIA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD |copico MI-GS-GI-157
f»*“’w,ﬁ ANALITICA DEL AREA BIOLOGIA VERSION 0
o o MOL ECULAR FECHA DE APROBACION 09/08/2023
'r@’ LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE ,

C lormamivon il St SALUD PUBLICA PAGINA 25 de 36

un ejercicio de evaluacion simplificado
para demostrar que el cambio no afecta
las caracteristicas de desempefio del
meétodo y siguen estando conformes

con las especificaciones definidas en el

ejercicio de evaluacion inicial.

Tabla 8. Criterios de verificacion

En el area de biologia molecular el proceso de verificacion de métodos se acoge a
los pasos del ciclo PHVA como se muestra en la siguiente figura:

Figura 2.

Fases del proceso de verificacion de métodos en el area Biologia Molecular

+ Familiarizacion: Método de garantia de calidad,
niveles de deteccidn, tipo de matriz.

+  iQué se verifica?

+ iCuando hacer la verificacion?

+ Establecer el protocolo de verificacion: (Precision
o veracidad y exactitud, evaluacion de
interferencias, limites de detaccion, etc.)

+ Alistamiento del muestreo

+ Requisito de calidad o variacion maxima
permitida

+  Definir los experimentos : Planificar

+ Disefio experimental segun protocolo

Ejecutar el protocolo de verificacidn
Tabular los datos

o +  Andlisis estadistico

. ) 1 + En este paso, se analizan los resultados
Se toman medidas para mejorar la metedologiay

X " Lo | de la validacion de la metodologia y se
garantizar su efectividad y precision en el futura, T s1ay
w comparan con los criterios previamente

Esto puede incluir la modificacidn de los \ ; - -
pued . s - establecidos. Se deben identificar y
procedimientos de extraccion y andlisis de la N - - —
S A corregir cualquier desviacidn o problema
muestra, la actualizacidn de los protocolos de ~
N " P L - que se haya encontrado en el proceso de
verificacion de la técnica, o la formacién y ~ — ) validacian
capacitacion del personal del laboratorio para e R .
h P . ) | + Concepto de cumplimiento
garantizar que la técnica se esté realizando
correctamente.

Para llevar a cabo esta verificacion, se establece una metodologia que implica la
seleccidén de un numero especifico de muestras positivas y negativas, utilizando una
prueba de referencia y nuestra prueba por evaluar. Estos resultados se registran en
una base de datos y se procesan para realizar un analisis univariado (determinar la
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frecuencia de resultados positivos y negativos) y bivariado utilizando tablas de
contingencia 2x2.

Ejemplo: tabla de contingencia de 2x2 en donde se muestra en las columnas los
resultados positivos y negativos obtenidos en la RT-PCR en el LCI-UIS (técnica de
referencia) y en las filas los obtenidos en saliva en el LDSP (técnica a verificar).

Tabla 1. Clasificacion diagnodstica de la prueba RT-qPCR para la deteccién viral del
SARS-CoV2 en muestras de saliva

LCI-UIs
LDSP Positivo Negativo Total
Fositivo 16 0 16
Negativo 1 16 17
Total 17 16 33

El analisis de datos correspondiente permite calcular valores criticos, tales como la
sensibilidad, especificidad, falsos negativos y falsos positivos, que son
esenciales para evaluar la precision y confiabilidad de los ensayos de PCR en
tiempo real. Ademas, se emplea la indice kappa para medir la concordancia entre
la prueba a verificar y la prueba de referencia, asi como el valor predictivo positivo
y el valor predictivo negativo para evaluar la capacidad de la prueba para
identificar correctamente los resultados positivos y negativos.

La exactitud y la linealidad también se pueden determinar para algunos eventos,
dependiendo de si se trata de un evento del que se pueden obtener un nimero alto
de muestras positivas o si es emergente y se dispone de un numero limitado de
muestras. En cualquier caso, estos indicadores son fundamentales para garantizar
la calidad de los resultados e identificar areas de mejora en el proceso analitico.

El proceso detallado de verificacion de técnicas en el area de biologia molecular se
describe en la guia de verificacién de técnicas del area.

8.7. Control de condiciones de bioseguridad

El laboratorio de biologia molecular adhiere a rigurosas medidas de bioseguridad
para garantizar la proteccion del personal, el medio ambiente y la comunidad en
general durante el procesamiento de muestras de pacientes (Manual de
bioseguridad MI-GS-MA-06). Para su disefio y establecer el flujo de la muestra se
tuvo en cuenta las medidas que se muestran en la figura 3.

Figura 3. Medidas de bioseguridad del laboratorio de biologia molecular
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Figura 4. Niveles y medidas de bioseguridad implementados y en el laboratorio de biologia
molecular segun el flujo de la muestra
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Figura 5. EPPs requeridos por area en el laboratorio de biologia molecular
Version Elaboracion Revisién Técnica Revisién de Calidad

0 Yury Katherine Quintero - Alejandra Galvis Vargas




Aputtin it Cotontic | GUIA DE ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD |copico MI-GS-GI-157

) ANALITICA DEL AREA BIOLOGIA VERSION 0

&
8

A i MOL ECULAR FECHA DE APROBACION 09/08/2023

44 LABORATORIO DEPARTAMENTAL DE )
Snittrsnitts SALUD PUBLICA PAGINA 30 de 36

o

8.8. Competencia técnica del personal

Los requisitos para establecer perfiles(descritos en el manual de roles y
responsabilidades del personal MI-GS-MA-30), seleccion de personal de acuerdo a
perfiles, induccion general, induccion especifica, entrenamiento, evaluacion de
competencias para autorizacion de realizacion de analisis y manejo de equipos
(Guia de Induccion, reinduccion y entrenamiento al personal), evaluacién de
competencias periddica (guia de evaluacibn de competencias MI-GS-GI-152)y
planes de reinduccion, reentrenamiento y capacitacion se describen en el
procedimiento de gestion del personal de apoyo en el laboratorio departamental de

salud publica.

8.9 Control de la medicién

8.9.1. Control de calidad interno

En el area de biologia molecular se usan muestras con resultado conocido como
control de calidad de la extraccion de acidos nucleicos y la PCR, que se deben
procesar en cada corrida analitica, adicionalmente en extraccion se debe procesar
un control de reactivos al que solo se le agrega agua en lugar de muestra (NTC-
EX), de igual manera durante la adicién de acidos nucleicos se debe agregar agua
grado biologia molecular a un pozo incluyéndose asi un control de la adicion (NTC)y
otro pozo se debe dejar tapado durante todo el proceso con el fin de usarlo como
control de reactivos (NTC-R), en resumen en cada corrida:

NTC-EX

Control positivo Ex (Extraccion)
Control negativo Ex (Extraccion)
NTC

NTC-R

Control positivo Am (amplificacion)
Control negativo Am (amplificacion)

Adicionalmente en la mayoria de las técnicas se implementé un control interno
usando un gen que se expresa de manera constitutiva (RNAsa P) el cual brinda
informacion sobre la calidad de la muestra, extraccion y amplificacion, para ampliar
esta informacion remitirse a los manuales de las técnicas del area de biologia
molecular.

Los controles de calidad que no se encuentren entre los valores esperados o que
no sean conformes, no se podra validar el montaje de las muestras. El profesional
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debera realizar una no conformidad, verificara las posibles causas y luego podra
realizar la corrida de nuevo. Si la no conformidad continua, se debera informar al
lider o coordinador de calidad. Todas las no conformidades deben quedar
registradas en las hojas de trabajo y diligenciarse el formato de trabajo no conforme

MI-GS-RG-431
9. POST ANALISIS
DESCRIPCION | RESPONSABLE CONTROL DE RESPONSABLE
ACTIVIDAD DE LA DE LA CALIDAD DE LA | FRECUENCIA | DEL CONTROL
ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD DE CALIDAD
Validacion Montaje de | Profesional Cada profesional | Cada vez | Profesional y
operativa controles debera realizar el | que se | responsable
internos vy montaje de | procesen técnico del
verificacion controles de | muestras. area.
de los calidad interno al
resultados realizar el corrido
antes de de las muestras,
realizar el los resultados
analisis de obtenidos deben
los estar entre los
resultados rangos
de las esperados y ser
muestras. conformes, estos

deben

registrarse en el
la hoja de
trabajo.

El analisis de las
curvas de
amplificacion se
debe realizar

junto a un par
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enviados que las
de

través
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datos como se
describe en el
Instructivo de
trazabilidad a los
procesos del
area de biologia
MI-GS-IN-23.

El codigo de las
muestras
verificadas sera
registrado en el
formato de
“Verificacion de
trazabilidad de
muestras en el
area de biologia
molecular MI-
GS-RG-704", se
dejaran escritos
los hallazgos vy

se levantaran los

trabajos no
conformes y
acciones de

mejora en caso

de requerirse.

Tabla 9. Control de calidad en la validacion de resultados

Si se halla errores en la transcripcion de los resultados, estos deberan ser

corregidos y se realizara la no conformidad.
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Si hay errores en la digitacion de los resultados que serdn enviados, estos seran

corregidos no sin antes realizar la trazabilidad del resultado

9.1. Pruebas interlaboratorios

El &rea biologia molecular participa en interlaboratorios o ejercicios de comparacion

con el Instituto Nacional de Salud y con un proveedor externo de acuerdo a la

siguiente tabla:

EVENTO TIPO DE PRUEBA FRECUENCIA ENTIDAD
INTERLABORATORIO ENCARGADA

Tos ferina (PCR entiempo PEED ANUAL INS
real para la identificacion
de Bordetella spp)
Covid-19 (PCR en tiempo PEED ANUAL INS
real para la identificacion
de Sras Cov-2)
Viruela del mono (PCR en PEEDI ANUAL INS
tiempo real para la
identificacion de Monkey
virus)
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