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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue realizar una evaluaciéon estadistica para
conocer y evaluar el desempefio del método nefelometrico en la determinacion de la
Proteina C reactiva ultrasensible, utilizando el EP-15 A2, el cual es un protocolo de
verificacion de ensayos cuantitativos, que desde el punto de vista estadistico es un
protecolo-riguroso y consistente y se adapta a las necesidades del laboratorio en cuanto a
costos y utilidad.

El protocolo se llevo a cabo durante 5 dias, en los cuales se realizé la medicién por
triplicado de los controles Bio Rad (nivel 1,2 y 3), dentro de los cuales esta considerado el
nivel de decision clinica, asi como las concentraciones de estos controles estan dentro de
los rangos utilizados por el fabricante para su validacion. Se calculd la precisidn intermedia
y la precisién en condiciones de repetibilidad, las cuales fueron comparadas con las
especificaciones del fabricante. El nivel 1 y 2 fueron aceptados, para el nivel 3 los
resultados superaron la especificaciéon del fabricante lo cual fue rechazado, por lo tal
motivo se aplica un test de significancia, sin embargo los resultados volvieron a superar la
especificacion del fabricante, indicando un ensayo rechazado.

Para el calculo de la veracidad se utilizaron datos del reporte de comparacién inter-
laboratorios Bio Rad, y se calculo el intervalo de verificacién del Bias y se verificd que el
valor asignado al material utilizado se encuentre en ese intervalo. Los niveles 1, 2 y 3
fueron aceptados satisfactoriamente.

El protocolo EP-15 A2 considera la incertidumbre, la cual se calculé con los datos
obtenidos del calibrador reumatolégico que posee una incertidumbre asociada, la
incertidumbre obtenida de los datos acumulados del control de calidad interno y del
control de calidad externo (EQAS).

Para evaluar el desempefio del método se utilizaron las siguientes herramientas;

Seis sigma, error sistemdtico critico y error total, utilizando a la variabilidad biolégica
como requisito de calidad.
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INTRODUCCION

El término calidad es aplicable a toda organizacion que necesite demostrar
su capacidad para proporcionar productos o servicios que cumplan con los
requisitos de sus clientes, incluyendo los establecidos en la normativa vigente
aplicable, siendo el objetivo primordial asegurar la satisfaccion del cliente.

Un factor determinante en la calidad de un laboratorio clinico es
proporcionar resultados de analisis confiables con un nivel adecuado de
reproducibilidad, precision y exactitud, de tal forma que se puedan establecer
diagndsticos y se tomen las decisiones pertinentes a partir de dichos resultados.

Un laboratorio debe de tener confianza en sus mediciones realizadas vy
determinar el grado de cumplimiento con respecto a especificaciones
determinadas incluyendo el empleo de métodos analiticos validados y verificados
gue permitan conocer las caracteristicas de desempeiio y su error total.

Por tal motivo se han emitido una serie de guias, normas y reglamentos que
buscan imponer condiciones estandarizadas para la ejecucién de los métodos
analiticos. Entre estas normas se encuentran las emitidas por la Organizacién
Internacional de Normalizacidn (I1SO), a nivel especifico del laboratorio clinico esta
la norma I1SO 15189: “Requisitos Particulares para la Calidad y la Competencia de
los Laboratorios Clinicos”, norma utilizada por los laboratorios clinicos que buscan
la acreditacién demostrando su competencia técnica.

Debido a lo anterior el tema desarrollado en este trabajo, forma parte de
las necesidades del laboratorio de Inmunologia y Alergia en el Instituto Nacional de
Pediatria, para el cumplimiento del punto 5.5.2 de la norma ISO 15189; validacién
y verificacion de métodos analiticos, en especifico se llevd a cabo la verificacion del
método Inmuno-nefelométrico para la determinacidon de la Proteina C Reactiva
ultrasensible (PCR hs).

Para llevar a cabo la verificacién de la metodologia analitica en la determinacién de
PCR hs por el método nefelométrico, se utilizé como base el protocolo EP15- A2 User
Verification of Performance for Precision and Trueness; Approved Guideline, que describe
los puntos a considerar para la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
gue se realizan en el laboratorio clinico, para el cumplimiento y evaluacién del punto 5.5.2
de la norma NMX-EC-15189-IMNC-2006 / ISO 15189:2003.
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1.- FUNDAMENTO TEORICO

La Proteina C Reactiva fue descrita por Tillet y Francis en 1930* como proteina de
fase aguda en el suero de pacientes con neumonia; sin embargo, no fue hasta 1941
cuando logré ser aislada. Su nombre es derivado de la capacidad que tiene esta proteina
de reaccionar con el polisacarido C aislado de la pared celular del neumococo. Los
métodos de laboratorio iniciales fueron sélo cualitativos hasta finales de 1970, en que se
logro cuantificar.

La proteina C reactiva es una proteina de fase aguda; el término “fase aguda” se
refiere a los diferentes eventos que en forma local y sistémica acompafan a procesos
inflamatorios. La respuesta local incluye la vasodilatacidon, agregacidon plaquetaria,
quimiotaxis de los neutrofilos y liberaciéon de enzimas lisosomales. La respuesta sistémica,
sus sintomas son; fiebre, leucocitosis y cambios en la sintesis hepatica de proteinas de
fase aguda esto es, aumentan o disminuyen su concentracién al menos 25% 2,

Los estimulos para desarrollar una respuesta de fase aguda son diversos:
infecciones, reacciones inmuno-alérgicas, lesiones térmicas, hipoxia, trauma, cirugias y
otras.

La PCR es sintetizada por los hepatocitos ante un determinado estimulo, los
macréfagos activados producen interleucina-6 (IL-6), la cual induce la sintesis de PCR a
nivel hepatico. El descenso de la concentracién de la PCR es constante; por lo tanto, el
nivel de PCR en la sangre depende exclusivamente de su sintesis hepatica. La PCR actua
como una opsonina para las bacterias, parasitos y complejos inmunes, activando la via
clasica del complemento.

Dado que la respuesta de fase aguda es inespecifica, el valor de cuantificar la
concentracion de esta proteina esta basado principalmente en detectar sus variaciones
temporales como reflejo de la actividad inflamatoria, este comportamiento es muy similar
a los “marcadores tumorales”. Las proteinas de fase aguda pueden monitorear el curso
de una enfermedad en etapas iniciales en las cuales atn no existe manifestacion clinica®.

La PCR no es la Unica proteina de fase aguda. Otras proteinas de fase aguda son las
proteinas transportadoras (haptoglobina, ceruloplasmina, Alfa 1 inhibidor de la tripsina,
etc.), proteinas de la coagulacion (fibrindgeno, protrombina, etc.) y componentes del
complemento (C3, C4, C5, etc.). De todas ellas, la PCR es el marcador de eleccién para
monitorear la respuesta inflamatoria, dado que su concentracién aumenta mucho por
sobre su nivel basal, con una vida media corta desde el estimulo®.
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La determinaciéon de PCR es realizada actualmente por métodos
inmunolégicos como la nefelometria, éste método se ha convertido en uno de los
mas aceptados para valorar el grado de inflamacion. Esta metodologia es mas
costosa, pero es mads especifica ya que no se ve afectada por factores no
inflamatorios que pueden influir como en la velocidad de sedimentacién globular.
En este caso es atractiva la suposicion de que los tratamientos que reducen las
concentraciones de PCR mejoran la enfermedad. Un individuo sano debe tener
unas concentraciones indetectables de PCR en suero. El cambio en el nivel de PCR
en un individuo indica mejora o deterioro y un tratamiento eficaz hard que
disminuya. Esta suele ser una respuesta muy rdpida y puede variar
significativamente en 24 horas. Una inflamacion muy intensa puede producir
valores superiores a los 400mg/L. Su vida media es menor a 24 horas. Los niveles
plasmdaticos aumentan dentro de las primeras 4 a 6 horas posteriores al estimulo o
noxa, por ejemplo, una cirugia y continta elevandose las siguientes 24 a 48 horas”.

Por lo tanto, la PCR es una medida directa y cuantitativa de una reaccion
inflamatoria y sus niveles plasmadticos seriados pueden ser usados como una
herramienta clinica en el diagndstico y tratamiento de procesos infecciosos o
inflamatorios.

La Proteina C Reactiva ha tomado en los uUltimos afos gran importancia ya
que se ha revalorizado su uso diagndstico, actualmente se cuenta con métodos de
elevada sensibilidad como es el caso de la Nefelometria que al poder
automatizarse sustituyeron a la tradicional prueba de aglutinacidn, lo que permite
la deteccion de respuestas inflamatorias de poca magnitud que habian sido
consideradas hasta el momento como clinicamente no significativas y que se
conoce como: PCR ultrasensible, debido a lo anterior, cualquiera que sea la
metodologia utilizada, se requiere la optimizacion de las condiciones
experimentales que determinan la eficiencia del ensayo, debido a que éstas
presentan variaciones en funcién de las caracteristicas propias de cada equipo y de
los requerimientos operacionales del laboratorio donde se llevard a cabo la
medicion.

METODO ANALITICO

PRINCIPIO DEL METODO INMUNO-NEFELOMETRICO

El método mas usado frecuentemente en la determinacion de proteinas en
suero, orina y otros fluidos bioldgicos es la nefelometria.

En este método, la luz dispersada en un angulo de 90° con respecto a la
fuente de luz sobre los complejos antigeno-anticuerpo es medida. La medida de la
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intensidad de la luz dispersada es proporcional a la cantidad de complejos antigeno-
anticuerpo en la muestra bajo ciertas condiciones. Una curva de referencia es generada
por un estandar con una concentracién de antigeno conocida en la cual la seial de la luz
dispersada de la muestra puede ser evaluada y calculada como una concentraciéon de
antigeno. Los complejos antigeno anticuerpo son formados cuando una muestra contiene
antigeno y su correspondiente antisuero se pone dentro de la celda. Un rayo de luz es
generado con un LED (diodo emisor de luz), el cual se transmite a través de la celda. La luz
es dispersada sobre el inmuno-complejo que esta presente.

La intensidad de la luz dispersada esta relacionada con la concentracién y depende
del tamafio de la particula, de la cantidad y del indice de refraccion. Es mas sensible que la
turbidimetria y por eso se prefiere cuando las concentraciones a determinar son mas
pequenas.

El tamafio de la mayoria de las proteinas solubles se encuentra entre 1y 20 nm, y
el de los complejos antigeno anticuerpo, de entre 50 y 100 nm. Los agregados que se
forman tras la reaccién antigeno anticuerpo presentan un tamafio entre 300 y 1000nm.

Como se ha seialado antes, la cantidad de luz dispersada depende del tamafo de
particula, de la cantidad y del indice de refraccion de las especies dispersantes, por lo que
un aumento de cualquiera de estas magnitudes aumenta la detectabilidad. Para lograr
esto se une a los antigenos o los anticuerpos particulas de |atex con tamafio de entre 100
y 300 nm, de manera que los agregados que se formen presentardn mayor tamafios.

El BN Il Nefelémetro (Figura 1), es un analizador automatico, fabricado por Dade
Berhing (Alemania) disefiado para hacer mediciones basadas en la nefelometria. El control
del equipo se realiza en linea desde un ordenador externo y mediante un software
especifico. El analizador prepara las reacciones con la ayuda de brazos mecanicos con
pipetas dosificadoras para la dispensacion de los reactivos y las muestras. El BN |l System
utiliza una fuente de luz la cual transmite ondas electromagnéticas con una longitud de
onda de 840 nm.

R T
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Figura 1. BN Il Nefelémetro Dade Berhing®. Fuente: http://www.gmi-
inc.com/Dade-Behring-BN-II-Nephelometer.htm

PRINCIPIOS BASICOS EN LA DETERMINACION INMUNOQUIMICA DE
PROTEINAS

Curva de Heidelberger — Kendall

La curva de Heidelberger - Kendall propuesta en 1929, consiste en mezclar
una concentracidn constante de anticuerpo con concentraciones crecientes de
antigeno la reaccion antigeno-anticuerpo se desarrolla tal y como se muestra en la
Figura 2.

Exceso Exceso
da anticuerpo de antigeno

Equivalencia

Frecipitado de antigeno-anticusipg ——

Zonade Zona de | Zona de exceso
exceso de equivalencia de antigeno
anticuerpo i

Antigeno —»

Figura. 2 Curva de inmuno-precipitacion con concentraciones crecientes de antigeno y
concentraciones fijas de anticuerpo®. Fuente: Gonzdlez JM. Técnicas y métodos de laboratorio
clinico. México. Editorial Masson, 1993: 280.

Cuando el anticuerpo se encuentra en exceso, todos los epitopos estan
ocupados, pero no ocurre asi con los centros de unién de los anticuerpos. No se
forma una unién cruzada entre todos los componentes lo que da lugar a agregados
pequefios y solubles.
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A medida que se va aifadiendo mas cantidad de antigeno a la solucidn, los epitopos
se van combinando con las zonas de enlace libres de los anticuerpos, hasta que se ocupan
los dos centros de unién de los anticuerpos. Se produce asi la formacién de un reticulo.
Los inmuno-complejos formados son grandes insolubles y precipitan. Es la zona
denominada de equivalencia. Esta zona no significa equivalencia molar exacta de los
reactantes, sino que representa la razén 6ptima entre las concentraciones de antigeno y
anticuerpo para formar un inmuno-precipitado en una reaccidon especifica y en
condiciones determinadas.

Al aumentar la concentracion de antigeno respecto a la de anticuerpos los
agregados se hacen mas solubles. Los dos centros de unién del anticuerpo estan saturados
pero no ocurre lo mismo con los epitopos. El inmuno-precipitado desaparece ya que los
complejos formados son pequeiios.

La dispersién de una radiacion electromagnética que incide sobre una solucién de
inmuno-complejos es maxima en la zona de equivalencia, debido al mayor tamafio de las
particulas y a la baja solubilidad. Una vez superada la zona de equivalencia la cantidad de
radiacion dispersada disminuye a pesar de que la concentracién de antigeno es mayor.

Las uniones que mantienen el antigeno y el anticuerpo son enlaces débiles, tales
como la atraccidn electrostatica, los puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der Waals,
por lo que los cambios en el pH, la fuerza iénica y la temperatura del medio de reaccién
pueden afectar la formacién del inmuno-complejo.

NORMA ISO 15189:2003

En el ambito del laboratorio clinico, la Organizaciéon Internacional de Normas
(International Standard Organization, ISO) publica en el 2003 la norma ISO 15189 “Medical
laboratories. Particular Requirements for Quality and Competence”. (Laboratorios Clinicos,
Requisitos Particulares para la Calidad y la Competencia). Esta norma considera que el
laboratorio clinico no sélo realiza ensayos, sino provee informacion médica basada en la
interpretacidon analitica de resultados. La Norma ISO 15189, utiliza el lenguaje comun
usado en el dmbito quimico y enfatiza la importancia de las fases pre-examen, examen y
post-examen. También incluye aspectos sobre ética y sobre el manejo de los sistemas de
informacién en el laboratorio clinico.

La norma ISO 15189 es una norma para el laboratorio de andlisis clinicos que
quiere especificar los requisitos generales para su competencia técnica. Es una norma que
sirve para la acreditacién y la deben aplicar los laboratorios clinicos que se encuentren en
alguna etapa del proceso de acreditacion ante la EMA (Entidad Mexicana de Acreditacion).

En marzo del 2004, la Entidad mexicana de Acreditacion (EMA), solicita al Instituto
Mexicano de Normalizacidn y Certificacion (IMNC) la elaboracion de la norma mexicana
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sobre la base de la norma internacional ISO 15189:2003. Por tal motivo, en el
marco del evento nominado “Seminario Sectorial de Analisis Clinicos”, realizado en
las instalaciones del Centro Nacional de Metrologia (CENAM) y en conjunto con la
EMA se pone en marcha el Grupo de Trabajo de Laboratorios Clinicos (GTLC) de
EMA, bajo la tutela del Subcomité de Evaluacién de Laboratorios de Prueba de la
rama Quimica del Comité de evaluacidn de Laboratorios de Ensayo. En septiembre
del 2005, se somete a consulta publica el proyecto de la norma PROY-NMX-EC-
IMNC-2006/ 1SO 15189:2003 entrando en vigor el 22 de septiembre de 2006°.

Esta constituida por dos partes fundamentales:

v Requisitos de Gestion de calidad.
Estan redactados en el lenguaje habitual del laboratorio de analisis clinicos.
Coinciden con los requisitos de Gestidn de la calidad de la ISO 9001-2000.

v Requisitos técnicos.
Buscan asegurar la competencia técnica del laboratorio. El apartado 5
describe los requisitos generales para la competencia:

PROCEDIMIENTOS VALIDADOS Y/O VERIFICADOS

El laboratorio debe utilizar Unicamente procedimientos validados para
confirmar que los procedimientos de examen son apropiados para el uso deseado.
Las validaciones deben ser tan extensas como sea necesario para cumplir las
necesidades en la aplicacion dada o campo de aplicacién. El laboratorio debe
registrar los resultados obtenidos y el procedimiento utilizado para la validacion.
Los métodos y procedimientos seleccionados para su uso deben ser evaluados y
fundamentados para obtener resultados satisfactorios antes de iniciar su uso para
examenes clinicos. Inicialmente debe ser emprendida una revision de
procedimientos por el director del laboratorio o la persona designada y en
intervalos definidos. Tal revision debe ser normalmente llevada a cabo
anualmente. Estas revisiones deben ser documentadas'®.

VERIFICACION Y SU IMPORTANCIA

La verificacion es la aportacidon de evidencia objetiva de que un elemento
. . . epe 11
satisface los requisitos especificados™".

La verificaciéon de un método es el proceso de asegurar que los pardmetros de

performance del método, previamente establecidos, pueden ser alcanzados por el
laboratorio. Los parametros que tipicamente se verifican, son la precision y la veracidad
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del método. En algunos casos puede ser necesario verificar también algun otro parametro,
por ejemplo, el limite de deteccion o la linealidad y la incertidumbre.

No obstante, el laboratorio debe verificar que puede aplicar correctamente los
métodos ya validados por el fabricante, previo a su uso en los exdmenes, bajo sus
condiciones propias de operacidon (equipo, calibradores, analistas, etc.) generando
evidencias objetivas, para confirmar su aplicacién correcta.

El laboratorio debe realizar la verificaciéon de los procedimientos de examen
seleccionados antes de ponerlos en uso y evidenciar si éstos cumplen con las
caracteristicas de desempefio en las condiciones del laboratorio. La verificacién también
se debe realizar cada vez que se realice un cambio mayor en algun procedimiento de
examen que ya hubiera sido verificado anteriormente.

Método
elegido
Bt

\{alldado’?/>
_~
S

{ verificacion > < validacion >

Figura 3. Validacion o verificacion de métodos
Esta verificacion debe incluir los parametros siguientes:

e Linealidad (intervalo analitico)
® Precision

¢ Veracidad

¢ Incertidumbre

PRECISION

La primera etapa en la evaluacién de un método es precisamente determinar si
éste da una respuesta consistente para la misma muestra en andlisis repetidos.

La precisidon puede definirse en una palabra como reproducibilidad de los valores
de una serie de mediciones obtenidas en condiciones estipuladas. Se cuantifica
indirectamente, como imprecisién, que determina el error aleatorio o la dispersién de
valores. La precision siempre debe evaluarse, dentro de una misma corrida y en diferentes
corridas.
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Los organismos internacionales de normalizacion recomiendan®? que para la
evaluacién de las caracteristicas metroldgicas de los sistemas de medida se usen otros
conceptos metrolégicos diferentes a la imprecision como son el de repetibilidad y
reproducibilidad.

La repetibilidad es la concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas

del mismo mensurando efectuadas en las mismas condiciones de medida denominadas
. . T 12
condiciones de repetibilidad™.

Condiciones de repetibilidad son aquellas que se producen cuando en las distintas
mediciones se utiliza el mismo procedimiento de medida, el mismo observador, el mismo
Instrumento de medida utilizado en las mismas condiciones, el mismo lugar y una
repeticion de las mediciones a lo largo de un corto periodo de tiempo, es decir las
condiciones de repetibilidad vienen a ser aquellas que se producen dentro de una serie de
mediciones.

La reproducibilidad es la concordancia entre los resultados de las mediciones del
mismo mensurando realizadas haciendo variar las condiciones de medida'®. Las
condiciones que se pueden variar son: el principio o método de medida, el observador, el
instrumento de medida, el lugar, las condiciones de uso y el tiempo. El concepto definido
por este término viene a ser el equivalente al de precisién entre laboratorios. La
reproducibilidad se expresa cuantitativamente mediante la desviacidn tipica metroldgica o
el coeficiente de variacion metrolégico denominados en este caso desviacion tipica de
reproducibilidad o coeficiente de variacidn de reproducibilidad.

La precisidon en condiciones intermedias es aquella que se refiere a la calculada
cuando se producen cambios en alguno de las condiciones de medida del
procedimient013. En general existen cuatro factores dentro de las condiciones de medida
de un laboratorio que se consideran que son la principal contribucién a la variabilidad de
las mediciones. Estos cuatro factores son: tiempo, calibracién, operador e instrumento
. La imprecisidon en condiciones intermedias hace referencia a aquella imprecisiéon en la
gue se han cambiado uno o mas de los factores mencionados®.

Precision (CV, SD)
e Estudios de precision
- EP 5-A2 (Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods; approved Guideline—Second Edition).
- Protocolos alternativos
e Datos del Control de Calidad Interno
e Datos de comparacion del Grupo par o Interlaboratorio

VERACIDAD
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La Veracidad de un Método Analitico es el grado de proximidad entre el valor
promedio obtenido de una distribucién de resultados y el valor verdadero de la muestra.
La medida de Veracidad es expresada usualmente como el Bias o sesgo”.

Veracidad (Bias)

e Protocolos de comparacién de métodos
- EP 9-A2 (Method comparison and bias estimation using patient samples)
- Protocolo alternativo

e Esquemas de Evaluacién Externa de la Calidad

e Programas Interlaboratorio o del Grupo Par.

LINEALIDAD

La capacidad dentro de un intervalo dado para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracién del analito en las muestras de examene.

El término linealidad aplicado a un método analitico, se refiere al tramo de
concentraciones del analito en el que la respuesta del sistema de medicion es una funcién
lineal de la concentracién; la representacién gréfica de este tramo (concentraciones
frente a respuestas) debe exhibir una buena correlacion de los puntos experimentales a la
recta de regresion para que el método analitico en cuestién sea aceptable™.

INCERTIDUMBRE

Los organismos internacionales de normalizacién recomiendan que todo resultado
de una medicién debe ir acompafiado de alguna indicacion cuantitativa que informe de la
calidad metrolégica con que se ha obtenido y que permita evaluar la fiabilidad de este
resultado ya que de hecho sin esta informacion los resultados de las mediciones no
estardn completos. Esta informacidn cuantitativa sobre un resultado de una medicién es la
incertidumbre de medida de dicho resultado™.

El término incertidumbre utilizado en el lenguaje comun significa falta de
conocimiento seguro y claro de aIgolG, mientras que en el campo de la metrologia
incertidumbre de medida significa duda acerca de la validez del resultado de una medicién
asi como duda sobre la exactitud del resultado.

La incertidumbre, segun la definicién del Vocabulario Internacional de términos
bdsicos y generales en metrologia, es un parametro asociado al resultado de una medicidn
gue caracteriza la dispersién de los valores que razonablemente pueden atribuirse a una
magnitud particular. Esta dispersidn no tiene por qué ser una distribucién observada de
valores. El parametro estadistico que caracteriza esta dispersion puede ser la desviacién
tipica, un multiplo de ella o la amplitud de un intervalo de confianza®™.
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La Guia para la expresion de la incertidumbre en las mediciones establece que el
procedimiento para evaluar la incertidumbre de los resultados de medida consiste
fundamentalmente en cuatro puntos:

e Especificacion de la magnitud.
Se debe definir y escribir claramente cual es la magnitud objeto de medicion. En el
campo de las ciencias de laboratorio clinico la magnitud objeto de medicién suele ser
generalmente la concentracion de un componente en una muestra bioldgica.

¢ Identificacion de los componentes de incertidumbre.

Se debe identificar en cada componente aquellas magnitudes y pardmetros de los
gue depende y sus incertidumbres asociadas o bien en los casos en que esto no sea
posible cada una de las partes en que se ha dividido el procedimiento de medida y su
incertidumbre asociada.

En general para los procedimientos de medida usados en el laboratorio clinico la
incertidumbre de un resultado, una vez identificada adecuadamente la magnitud medida,
tiene los siguientes componentes:

-El generado durante la fase preme-trolégica.

-El generado durante la fase metroldgica por la variabilidad interdiaria.
-El generado en la valoracion de los calibradores.

-El generado por las magnitudes influyentes.

e Cuantificacion de los componentes de incertidumbre.
Medir o estimar el valor de la incertidumbre asociada a cada uno de los
componentes de incertidumbre identificados.

e Calculo de la incertidumbre total.

A partir de los valores de los diversos componentes individuales de incertidumbre
estimados se calcula la incertidumbre tipica combinada de acuerdo con reglas apropiadas
y mediante la aplicacion de un factor de cobertura determinado se obtiene Ia
incertidumbre combinada expandida.

Para ello se pueden considerar dos tipos de evaluacién:
Evaluacién Tipo A

Es aquella que evalla la incertidumbre por métodos estadisticos de una magnitud
que varia de manera aleatoria, xi, (concentracién), a partir de una serie de n
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observaciones experimentales. En este caso la mejor estimacion de la incertidumbre
estandar de dicha magnitud, se obtiene por medio de la desviacidon experimental de la
media de n observaciones.

Ma

Evaluacion Tipo B

Es aquella que evalla la incertidumbre por medios diferentes al andlisis estadistico
de una serie de observaciones. En este caso la evaluacién de la incertidumbre estandar se
basa en datos o informacion proporcionados por el proveedor o fabricante, como
certificados de materiales de referencia, certificados de calibracion de instrumentos,
catdlogos o manuales y especificaciones técnicas, entre otros.

Para el caso de incertidumbres asignadas a referencias, como por ejemplo la que
corresponde al valor reportado de concentracién de un material de referencia certificado,
ésta se encuentra indicada en el certificado como incertidumbre expandida, es decir,
como el producto de la incertidumbre estandar y un factor de cobertura k
correspondiente a un nivel de confianza especifico, que permiten suponer una
distribucién de probabilidad normal para la magnitud concentracién.

En otros casos por ejemplo, se dispone de informacidon proporcionada por el
fabricante (como especificaciones de material de vidrio) que consiste en los valores de los

limites superior e inferior entre los cuales puede variar el volumen nominal del material.

En este caso el analista debe asociar a la variable aleatoria (volumen) con una
distribucién a priori, distribucién triangular o rectangular de probabilidad generalmente.

De acuerdo al parrafo anterior, para la evaluacidon de la incertidumbre estandar
deberd suponerse que la variable aleatoria esta descrita por una distribucion especifica,

gue para el caso de una distribucion rectangular la expresion que evalla la incertidumbre
estandar es:

.
u(x) =%
A3
y para una distribucién triangular es:
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a,

u(x,) =

i
|

Donde ai, es el valor del semi-intervalo de variacién de la desviacion estandar.
Ley de propagacion de Incertidumbres

La incertidumbre total del resultado de una medicién y, denotada por uc (y), se
llama incertidumbre estandar combinada, y es igual a la raiz cuadrada positiva de la
varianza total obtenida al combinar todas las componentes de incertidumbre empleando
la ley de propagacion de incertidumbre.

|' - 72

' : cr
u [y(x.x,.x;..0] = _\J'z [e, u(x)T = ﬂlllz |2 (x;) |
Vi | i L™ d
Y
c,-u(x,) = (X,
u(x;) 5 (x;)

i

En donde el producto ciu(xi), representa la contribucion de cada uno de los
componentes a la incertidumbre total y ci denota la derivada parcial del mensurando
respecto de cada componente, mejor conocido como coeficiente de sensibilidad. En
algunos casos, la expresion para combinar incertidumbres se reduce a dos reglas simples:

Regla 1. Para modelos que involucran solo sumas o restas, y=(x1+x2+x3+...) 0 y=(x1-x2-x3-

...), la incertidumbre estandar combinada uc(y) esta dada por la expresion:

u [v(x,x,.0..)] = ﬂ“."[u:(xl)Jr () +a (x) + ...

Regla 2. Para modelos que involucran un producto o cociente, y=(xIxx2xx3x...) o
y=x3/(x1xx2x...), la incertidumbre estandar combinada uc(y) esta dada por:
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Para la mayoria de los propdsitos en mediciones quimicas, se emplea la
incertidumbre expandida, (U), la cual proporciona un intervalo dentro del cual se espera
se situe el valor verdadero de un mensurando con un nivel de confianza especifico. U se
obtiene multiplicando uc(y) por un factor o multiplicador llamado factor de cobertura (k).
El valor de este factor se elige de acuerdo al nivel de confianza deseado. Normalmente se
elige k=2 para un nivel de confianza de aproximadamente el 95 %. La forma de expresar la
incertidumbre expandida sera entonces U = kuc(y).

Incertidumbre expandida

U=uc"k

La incertidumbre expandida se estima multiplicando la incertidumbre tipica
combinada por un factor de cobertura, k, escogido segun el nivel de confianza (1-a)
deseado. Si 1- a = 0,95, entonces k = 2; si 1- a = 0,99, entonces k = 2,6. La incertidumbre
expandida es la que se tiene que hacer constar junto con el resultado de la medida xi.

REQUISITOS DE CALIDAD

El laboratorio debe establecer requisitos y especificaciones de calidad. Al hacerlo,
podrd adecuar su imprecisién y sesgo para cada magnitud con el fin de asegurar la
relevancia clinica de sus resultados. En general, mantener el sesgo dentro de unos
margenes permitira distinguir entre un resultado patolégico y uno normal, mientras que
conseguir la precision requerida permitira decidir si la variacion de un resultado es
clinicamente significativa o si se debe a la propia variabilidad de la técnica. La reciente
norma publicada para la acreditacién de laboratorios clinicos UNE-EN 1SO 15189:2003
establece que las especificaciones técnicas para cada procedimiento analitico deben
corresponder a la utilizacidn prevista de tal procedimiento. Del contenido se deduce que
disponer de especificaciones de calidad, bien definidas, permite asegurar que los
procedimientos analiticos estén disefiados para producir resultados de utilidad clinica, asi
como para demostrar que las necesidades de los usuarios del laboratorio se cumpleng.

Los requisitos de calidad son especificaciones acerca de la tasa de error que puede

ser permitida en un método analitico sin invalidar la utilidad clinica del resultado. Definen
la calidad necesaria para el producto basico del laboratorio: “Resultados de Pacientes”

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia

M6



Evaluacidn estadistica del método Inmuno-nefelometrico para la determinacién de Proteina C Reactiva
ultrasensible (PCR hs) en el diagndstico de procesos infecciosos e inflamatorios con base a la NMX 15189

El establecimiento de los requisitos de calidad requiere de juicio no solo
estadistico sino clinico y de experiencia. Si las mediciones se hacen para el seguimiento de
una enfermedad, una variacién de la imprecisidon o del error sistemdtico puede hacer que
se tomen decisiones equivocadas en el diagnostico del paciente.

Estos hechos indican la necesidad de saber cuales han de ser los valores maximos
tolerables para la imprecision y el error sistemdtico y establecerlos como requisitos
metroldgicos.

CRITERIOS DE CALIDAD ANALITICA

La literatura es muy abundante en criterios de calidad analitica. En abril de 1999
tuvo lugar en Estocolmo una reunién internacional para lograr un consenso en cuanto ala
jerarquia de cada una de las propuestas validas para establecer criterios de calidad

e 17
analitica™.

Jerarquia | Criterio de calidad

1 Evaluacian de los efectos del desempenio analitico en las consecuencias clini-
cas en estados clinicos especificos

2 Evaluacidn de los efectos de los errores analiticos en las decisiones clinicas en
general

a} Datos hasados en los componentes de la variabilidad bioldgica
b} Datos basados en el andlisis de la opinidn de los médicos clinicos

3 Recomendaciones profesionales publicadas

a) Por cuerpos de expertos nacionales e internacionales
b} Por grupos de expertos locales o individuos

4 Conjunto de objetivos de calidad establecidos

al Organismos reguladores
b) Organizadores de programas de evaluacidn externa de calidad

5 Objetivos de calidad basados en el desarrollo tecnolégico actual

a} Demostrados por datos de la evaluacion externa
b Encontrados en publicaciones de metodologia

Tabla 1. Conclusiones del Consenso sobre Criterios de Calidad (Estocolmo 1999). Fuente:
Ferndndez Espina C. Gestion de la calidad en el laboratorio clinico. Espafia. Editorial Medica
Panamericana. 2005: 377-378.

De esta lista, el primer criterio que obviamente seria el mejor, en la practica es de
dificil aplicacién puesto que se deberian establecer los criterios de calidad para cada
situacion critica en particular. En orden jerarquico le siguen la variabilidad biologica. Estos
como se detallan mas adelante, tienen un cierto grado de arbitrariedad, pero a su vez
tienen sentido porque las medidas de los analitos de importancia clinica tienen per se un
grado de variacidn inherente a la homeostasis de cada uno de ellos y la variacion analitica
no debe sobrepasar a la variacion fisiologica.
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VARIABILIDAD BIOLOGICA

Es un estandar Europeo, calificado como el segundo estudio a nivel mundial por su
rigurosidad. Esta soportado en un estudio poblacional; individuos sanos, durante 3 afos
toma de muestras cada 15 dias. Demostré que en una poblacion existe una fluctuacion
que es bioldgica y por tanto puede haber variacion en un paciente asi el error fuera 0.
Representan variaciones en la concentracion de los analitos intra e inter individuo.

Se expresan en CV. Aplican para calcular la probabilidad de que un cambio clinico
ocurra en un paciente basado en la diferencia de una serie de resultados. No aplican a
drogas, algunos marcadores tumorales y determinaciones cualitativas.

Algunos TEa basados en variabilidad biolégica son muy grandes y otros muy
pequefios. El uso de BV asume que estos CV obtenidos son constantes en todo tipo de
poblaciones

La imprecision debe ser estimada entonces teniendo en cuenta la variacién
individual del sujeto. Lo deseable es que el laboratorio fluctué maximo 50%.

NIVEL REQUISITO
OPTIMA CVa< 0.25 CVI
DESEABLE CVa< 0.50 CVI
MiNIMO CVa< 0.75 CVI

Tabla 2. Especificaciones de imprecision. Fuente Ferndndez Espina C. Gestion de la calidad en el
laboratorio clinico. Espafa. Editorial Médica Panamericana. 2005: 377-378.

CVa: coeficiente de variacion analitico
CVI: coeficiente de variabilidad bioldgica intraindividual

Cabe preguntarse porqgue existen 3 niveles de especificaciones y no uno solo. En un
principio, cuando se propuso la Variabilidad biologica como criterio para el
establecimiento de estos requisitos (en Aspen colorado 1976) se establecié un unico nivel
que era precisamente el intermedio, es decir se recomendaba que el coeficiente de
variacion analitico fuera la mitad de la variabilidad biolégica intraindividual. Con este
criterios si bien se obtenian coeficientes de variacién razonables en algunos analitos
(particularmente aquellos homeostaticamente muy regulados) se obtenian CVa tan bajos
gue no se lograban ni con los instrumentos mas complejos. Este es el caso del sodio que
con un CVi= 0.7%, la especificacién de calidad resulta ser CVa= 0.35%, el calcio es otro
ejemplo. El nivel deseable es el mas utilizado en términos generales, pero el responsable
de la calidad analitica debe evaluar con qué nivel se puede cumplir, para luego adaptarlo
como meta de imprecisién analitica *’ .

Existen algunos analitos para los cuales resulta muy dificil alcanzar los
requerimientos deseables; por ende se deberian aplicar los requerimientos minimos.
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Existen analitos que alcanzan los requerimientos de calidad deseables facilmente; para
estos ensayos se podrian aplicar las especificaciones optimas™’.

Limite superior 19
de tolerancia (LST) 1 ]

Limite inferior
de tolerancia (LIT)

VB = variabili.dad biclogica

CVR = [VA/VB] x 100 VA = variabilidad analitica

— ~—

Media

Figura 4. Integracion de la variabilidad biolégica con la variabilidad analitica para el
establecimiento de metas analiticas™®. Fuente: Rev. Mex Patol Clin, Vol. 57, Num. 4, pp 179-189
Octubre - Diciembre, 2010

REQUERIMIENTOS REGULATORIOS: CLIA (Clinical Laboratory Improvement
Amendments)

Es un estandar estadounidense, tercer estudio en rigurosidad. Soporta su calidad
analitica solo en pruebas de evaluacién externa. Las tablas de CLIA traen los valores
permitidos para el error total en general <30%. Existen valores para, aproximadamente,
75 analitos (CLIA). Originalmente fueron asignados en forma tedrica.

Cuando estan disponibles CLIA 88 u otros valores obtenidos a partir de PT u EQASs,
Representan los limites superiores para el TEa.

ERROR ALCANZABLE

v EQAs o PT (resultados por grupo)
Pueden ser afectados por el efecto matriz de los materiales.
Son muy accesibles. Se basan en lo que puede ser hecho y no en requerimientos médicos
o variabilidad bioldgica.

v' SD DEL PROCESO EN % (CV)
Los valores seleccionados deben representar el desempefio verdadero del proceso a largo
plazo. Se calculan a partir del SD o CV del proceso. Representan el limite inferior para el
TEa.
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v' ESPECIFICACIONES DEL FABRICANTE

Utiliza las especificaciones del fabricante de veracidad y precisién. Se utiliza
cuando no se pueden obtener valores en ninguna de las variantes anteriores.

EVALUACION DE DESEMPENO

El desempefio de un método es considerado aceptable cuando la magnitud de los
errores obtenidos en el estudio de verificacion es menor a los errores maximos tolerables
segln los requerimientos de calidad establecidos.

ERROR ALEATORIO (SD O CV) + ERROR SISTEMATICO (BIAS) = ERROR TOTAL
ET ERROR TOTAL < TEa = ACEPTABLE
ET ERROR TOTAL > TEa = RECHAZADO

TE: ERROR TOTAL

TEa: ERROR MAXIMO TOLERABLE

ERRORES ALEATORIOS Y SISTEMATICOS

En todas las mediciones realizadas en los laboratorios clinicos, los datos y
resultados numeéricos estan sujetos a errores. Los errores pueden clasificarse como:
sistematicos o determinados y aleatorios u ocasionales.

A) ERRORES SISTEMATICOS

Los errores sistematicos son los que se presentan de manera continua y definida, y
con una magnitud fija de una determinacién a otra. Son de tal naturaleza que sus
magnitudes pueden determinarse y sus efectos eliminarse o por lo menos reducirse en su
mayor parte. Estos errores incluyen los instrumentales, los personales y los errores de
método y pueden corregirse por medio de calibraciones u otros métodos experimentales.
Los errores sistematicos afectan la exactitud.

Un error sistematico se manifiesta como un cambio en la media de los valores de

control. El cambio en la media puede ser gradual y mostrase como una tendencia o puede
ser abrupto y mostrarse como un desplazamiento.
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B) ERRORES ALEATORIOS

Los errores aleatorios son los que se encuentran mas o menos fuera del control del
analista. Pueden ser ocasionados por factores como: las fluctuaciones en temperatura y
energia eléctrica, material mal lavado etc.

ERROR TOTAL (TE)

El error total es la combinacién de errores analiticos (aleatorio y sistemdtico) que
estima la magnitud de error que puede ser esperado de una medicidn simple.

e Los errores aleatorios y sistematicos no siempre ocurren independientemente.

e Debemos calcular el TE para reflejar la variaciéon total respecto al valor verdadero.

e Representa el efecto combinado de los errores sistematicos y aleatorios.

e Puede calcularse en % o en unidades de concentracion.

e EITE porsisolo no indica si los resultados cumplen con los requerimientos de
calidad. Para lograr esa informacién se debe definir previamente los

requerimientos de calidad. (TEa).

ETM (Error Total Maximo Permitido)

Conocer el ETM permite asegurar con gran margen de seguridad que las muestras
de los pacientes tendran un error total (inexactitud) menor o igual al ETM®.

Si el laboratorio tiene establecidos niveles de calidad analitica y el procedimiento
empleado los cumple, se puede asegurar que el resultado desde el punto de vista clinico,
tiene un error que no compromete su interpretacién. Por lo que el disefio de la calidad del
laboratorio clinico empieza por la calidad analitica porque esta es una caracteristica
esencial de la calidad de cualquier examen. Su punto de partida es la definicién de los
limites de tolerancia de los diferentes analitos sobre los cuales reposa la seguridad del
paciente.
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Requisitos de Calidad

100 %)

I P

0%

Figura 5. Algoritmo de Rhoads™. Fuente: Migliarino Gabriel. Requisitos de Calidad. Curso:
Acreditacion del laboratorio Clinico. Instituto Nacional de Cancerologia. Septiembre 24 de 2010.

¢QUE CRITERIO DEBO ELEGIR?

Considerar el uso previsto del ensayo.

Considerar la jerarquia de los requerimientos de calidad.

Calcular el Minimo TEa y el Maximo TEa.

Minimo: 3 * SD 0 CV del proceso

Madaximo: CLIA 88 (Como maximo se emplea un TEa regulatorio) o uno de maxima
jerarquia.

Seleccionar el TEa a partir de la fuente de mayor jerarquia disponible.

Si el TEa seleccionado se encuentra entre el maximo y el minimo utilizarlo.
Si es menor que el minimo, emplear el minimo.

Si es mayor que el maximo, emplear el maximo.

Aplicar algoritmo

mooOwm>

s-zIoem

ERROR SISTEMATICO CRITICO (ASEc)

El error sistematico critico representa el nimero de desviaciones estandar que la
media puede desviarse antes de que el 5% de los resultados excedan el limite para el error
total permitido (TEa). Esta definicion asume que un proceso analitico debera detenerse si
un 5% de los resultados son defectuosos. Es el mejor marcador del desempefio del
método con respecto a los requerimientos de calidad?.

ASEc = Sigma — 1.65

1.65: Z-score que corresponde a un intervalo de confianza del 95%. La media +-
1.65 SD contiene el 90% de los puntos. Restando el 1.65 solo el 5% de los puntos caeria
fuera del limite superior o inferior del TEa.
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Error Sistemadatico Critico Valor obtenido

Valor obtenido valor obtenido

/

/ .

TEa Valor Verdadero TEa
SE A

erit

Figura 6. Error sistematico critico® Fuente: Migliarino Gabriel. “Planificacién de Control de
Calidad en el Laboratorio Clinico”

http://www.qalenica.cl/QC/2009/Planificacion de control de calidad.pdf. Consultado 23 de
octubre 2010.

PLANIFICACION DEL CONTROL DE CALIDAD SEIS SIGMA

La historia Seis-Sigma se inicia a mediados de los 80 en Motorola, cuando el
ingeniero Mikel Harry comienza a estudiar la reduccién en la variacion de los procesos
para mejorarlos. Esta herramienta pretendia alcanzar unos niveles de calidad en los
procesos y en los productos de la organizacidn préximos a cero defectos.

El modelo Seis Sigma implica haber definido previamente una especificaciéon de la
calidad para el proceso que se investiga. James Westgard, teniendo en cuenta el error
total, la inexactitud y la imprecisiéon ha adaptado los errores por millén al laboratorio
clinico, obteniendo, de este modo, una medida de la Calidad Total del proceso analitico®.

Sigma es una letra griega que representa una unidad estadistica de medida para
definir la desviacion estandar de una poblacion. Mide la variabilidad o la dispersion de los
datos *>.
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Ahora vamos a ver un proceso “Seis Sigma”

Que significa que un proceso sea “3 Sigma”

DHay

Target

_:> Desv. /_‘
Estandar .

7

\

Z 7
/ +/- 3o de Capacidad A \
7 . +/- i
iDefectos! iDefectos! iDefectos! B c ComEitad iDefectos!
Figura 7. Proceso 3 Sigma®. Figura 8. Proceso 6 Sigma®

Fuente Nava Mufioz Sergio. Simposio Aplicacion de Seis Sigma en Servicios (Taller en linea).
Guanajuato.CIMAT.2007<http://www.cimat.mx/Sitios
/seissigma/archivos/Ponencia_Sergio_Nava_y Carlos.pdf> consulta 23 diciembre 2010.

“Esta dirigida al mejoramiento de procesos” El nombre de Six Sigma deriva de un “gold
standard” de calidad que apunta a lograr que entre los limites de tolerancia de un Proceso
dado se puedan alojar seis unidades de desvio estandar.

Es un proceso 3¢ porque se alojan 3 desviaciones

estandar entre la meta y la espec
Antes ! P
Wetade - —
36 e /I l I\ e o epesiacin
T T

6.6% de Defectos

£, _

Wieta d Tirmite &= e pechoacin
\\ Y Desempenul | delolente

QY
Después A
Sp Tl!
L oy |

—

N

No Defectos!

e

Figura 9. Variabilidad minima y Proceso centrado ». Fuente Nava Mufioz Sergio.
Simposio  Aplicacion de Seis Sigma en Servicios (Taller en linea). Guanajuato.CIMAT.2007
<http.//www.cimat.mx/Sitios _/seissigma/archivos/Ponencia Sergio Nava y Carlos.pdf> consulta
23 diciembre 2010.

La meta de desempefio de cualquier proceso de produccion es ser Seis Sigma. Esto
implica que 6 sigmas o desvios estandar de la variacién propia del proceso deben entrar
entre los limites de tolerancia o requerimientos de calidad.

Seis Sigma = (TEa% — Bias%)/CV
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INTERPRETACION DEL DESEMPENO SEIS SIGMA

e Pordebajo de 2 o: Por debajo de 2 o: Inaceptable

e Entre 2 oy 3 0: Marginal, necesita de un estricto esquema de control de calidad
total.

e Entre30y4o: Pobre, necesita de un estricto esquema de control de calidad
estadistico.

e Entredoy5o: Bueno

e Entre50y6c: Muy Bueno

e Por encimade 6 o: Gold Estandard

PROTOCOLO EP -15 A2 user Verification of Performance for Precision and Trueness;
Approved Guideline

El EP 15 es un protocolo de muy bajo costo para los laboratorios, se ajusta a los
nuevos requerimientos ISO y ademas es el primer protocolo de la CLSI que considera el
concepto de incertidumbre. Mediante la utilizaciéon del mismo se simplifica y economiza
en gran medida la incorporacién de un nuevo método en el laboratorio®.

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la diversidad de pruebas de laboratorio y el desarrollo tecnolégico en los
equipos automatizados, el laboratorio de Inmunologia y Alergia en el Instituto Nacional de
Pediatria, se enfrenta a la necesidad de una mejora continua en la que asegure que sus
métodos analiticos cumplan con las especificaciones de calidad, esto afecta ante todo a
los pacientes. Se calcula que en los paises desarrollados mas del 80% de las decisiones
médicas se toman sobre la base de un resultado de laboratorio, por lo que asegurar la
calidad de las determinaciones analiticas efectuadas en el laboratorio asegura la liberacién
de resultados utiles para el diagndstico de los pacientes.

Entre las pruebas que se realizan en este laboratorio se encuentra la Proteina C
Reactiva de alta sensibilidad (hs PCR), la cual posee un gran valor informativo en el
diagndstico terapéutico y control del desarrollo de procesos infecciosos e inflamatorios en
ninos. Es necesario que los ensayos de los laboratorios cumplan determinadas
especificaciones que garanticen la calidad de sus servicios. La confiabilidad del resultado
esta fundamentado en dos pilares base: la Gestion de la calidad por un lado y por el otro
el Aseguramiento de la Calidad.

La norma ISO 15189 “Requisitos Particulares para la Calidad y la Competencia de
los Laboratorios Clinicos” fue desarrollada con la meta de establecer requisitos para
acreditar el sistema de Gestién de Calidad y la Competencia Técnica de los laboratorios
clinicos en todo el mundo. Desde el punto de vista técnico, lo mas sobresaliente de esta
norma es evaluar la competencia técnica, mediante la verificacion del método analitico,
aplicando criterios uniformes y consistentes.

Por esta razdn, el presente proyecto tiene como propdsito realizar y documentar
el proceso de verificacion del método Inmuno-nefelométrico en la determinacion de PCR
hs. Por lo que la evaluacidn estadistica del método Inmuno-nefelométrico sera el punto de
partida para lograr resultados de alta calidad, que aseguren la confiabilidad en los
resultados.
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3. OBJETIVOS
Objetivo General

e Establecer y desarrollar el proceso de evaluacidon estadistica del método
Inmuno-Nefelométrico en la determinacién de PCR (Proteina C reactiva), que permita
asegurar la utilidad clinica de los resultados desde la perspectiva de la Norma 15189,
para la evaluacidn de la competencia técnica de los laboratorios clinicos en materia de
validacién.

Objetivos Particulares

e Conocer las caracteristicas del desempeiio y sus limitaciones del método
inmuno-nefelométrico en la determinacion de Proteina C reactiva.

e Definir los requisitos de calidad para la determinacién de Proteina C reactiva.

e  Comparar el TE (error total) con el TEa (error maximo tolerable) establecido
previamente como requerimiento de calidad.

e Conocer dentro de las condiciones del laboratorio, que niveles de precision y
exactitud pueden alcanzarse.

e Juzgar la aceptabilidad del método considerando su desempefio.

4. HIPOTESIS

Las mediciones analiticas deben realizarse utilizando métodos y equipos
que han sido validados y/o verificados para asegurar que son adecuados para el
propésito utilizado, asi el cumplimiento establecido en la NMX 15189 en el punto
5.5.2 validacién de métodos, permite la conformidad en la aplicacién del método
Inmuno-nefelométrico para la determinacién de PCR hs obteniendo resultados de
diagndsticos mas confiables.

5. DISENO DE INVESTIGACION

Se realiza un estudio de tipo retrospectivo y descriptivo en el Instituto Nacional de
Pediatria en el laboratorio de Inmunologia y Alergia, el estudio estd basado en los
lineamientos del EP15- A2 User Verification of Performance for Precision and Trueness;
Approved Guideline, utilizando controles Bio Rad Nivel 1, 2 y 3, y datos de los ensayos de
aptitud en los que participa el laboratorio (Programa inter-laboratorio Bio Rad y EQAS).
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6. CRITERIOS

° Criterios de Inclusidn.
Datos de control de calidad interno de PCR de los controles Bio Rad de los lotes
52381 (nivel 1), 52382(nivel 2) y 52383 (nivel 3). Los datos de control de calidad externo
(EQAS) de la proteina C reactiva, del ciclo 36 del aio 2010.
° Criterios de Exclusidn
Datos de control de calidad que se encuentre fuera de los parametros
establecidos.
° Criterios de Eliminacion
Datos aberrantes del control de calidad interno

7. VARIABLES
° Variables dependientes
Controles Bio Rad Nivel 1, 2 y 3.
° Variables independientes

Instrumento BN Il Nefelémetro Dade Berhing®.

8. METODOLOGIA

Equipo

° Instrumento BN Il Nefelémetro Dade Berhing®.
Material

. Tubos de ensaye de 5ml

° Pipetas semi-automaticas Finnpipette®

. Gradillas

° Pipetas Pasteur

° Agua destilada
Reactivos

. Reactivo Cardio Phase hsPCR.

° Calibrador reumatolégico

° BIO RAD. Liquichek Immunology Control, Nivel 1, 2 y 3. Lotes

52381, 52382 y 52383 respectivamente.
° Control EQAS

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia
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INICIO -Revision de la norma ISO 15189 > Punto 5.5.2 de la Norma. Validacién de métodos

'

EP15- A2 User Verification of Performance for Precision and Trueness; Approved Guideline.

9. DIAGRAMA DE FLUJO

A 4

Protocolo de los parametros a desarrollar para el proceso de verificacion.

v

Inicio de la verificacion

| , , l

Precisién en condiciones de repetibilidad y en condiciones VERACIDAD INCERTIDUMBRE Fvaluacion del desempefio
de precision intermedia (SDr y SDi respectivamente). l l
¢ - - . Evaluacion de las Calculo de Seis sigma, bias,
Durante 5 dias, se analizara 3 replicas de el control gif res fuent error total, error sistemético
Durante 5 dias, se analizara 3 replicas de el Bio Rad Nivel 1,2y 3 d:::]ir;r:;uur:;ris critico y coeficiente de
control Bio Rad Nivel 1,2y 3 . variacion.
I v v
. Calcular media, desviacion Evaluacién del
Calcular SDr y SDi , . . . (o
estandar, bias, intervalo inferior y modelo matematico
¢ superior l
Criterio de aceptabilidad. \ 4 Estimacion de
Criterio de aceptabilidad Incertidumbre tipo Ay
SDi laboratorio < SDi fabricante tipo B.
El valor obtenido (concentracién) deberd
SDi laboratorio < SDi fabricante encontrarse entre el intervalo inferior y l
v Zipceor::r calc'u‘la(?o en base a I.os resultados Estimacion de
paracién interlaboratorios Incertidumbre

Si no se cumple con la especificacién .
. o K combinaday
aplicar la verificacion de SDr y SDi .
expandida.
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10. PROCEDIMIENTO

1 .Seleccionar las muestras para evaluar la precision en condiciones de repetibilidad
y en condiciones de precision intermedia.

Se utilizan materiales con un valor conocido (controles internos o externos,
calibradores que poseen una incertidumbre asociada) en una concentracién cercana al
punto de decisién médica para el analito en cuestién. Para algunos analitos se aconseja
utilizar concentraciones limites del intervalo de referencia (minima y maxima), pero
usualmente se utilizan aquellos materiales con concentracion cercana a la utilizada por el
fabricante en la validacién de la precisién del método.

2. Obtener los datos criticos del inserto

e Especificacion del fabricante para precision en condiciones de repetibilidad
(precisién intra-ensayo).

e Especificacion del fabricante para precisiéon en condiciones de precisién intermedia
(precisidn intracorrida).

Estos datos corresponden a la validacion realizada por el fabricante. Los datos son
volcados por el fabricante en el inserto del reactivo. Los datos del fabricante son
estimados para una concentracion distinta (estimacién del valor verdadero) a la que yo
empleo.

3. Adaptar la especificacion a la concentracion que se va a emplear durante el
ensayo

Tener el CVr en el inserto
Estimar la especificacidn para la concentracion establecida
De la Férmula de CV se despejaSD  SDr= (CVr * Media) / 100
Estimar la especificacién para mi concentracion
“Como Media emplear el valor verdadero estimado para el material que yo uso”
6. Adaptar las concentraciones en condiciones de repetibilidad y en condiciones de
precisidn intermedia.

ukhwnN e
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Procedimiento

1. Analizar una corrida por dia con tres replicas de cada muestra de 2 o 3
concentraciones durante 5 dias.

2. Si una corrida es rechazada por dificultades en la operacion o en el control
de calidad, descartar el dato y adicionar una corrida mas al ensayo.

3. Analizar los datos estadisticamente.

Procedimiento para la determinacion de la repetibilidad (Precision
dentro de la corrida).

Calcular la repetibilidad con la siguiente férmula

Donde:

D
| Z (X i = fd ) 2 Sr_= Dfesvié estandar dfentro de la corrida
=5 D—Nulmero total de dlas.(5). ,
s =1 n = Numero total de replicas por dia (3)
r \| D(ll - l) X 4= Resultado de las replicas por dia (3).
X 4= Promedio de todos los resultados por
dia.

Nota: Si el protocolo no se sigue como lo especifica el EP15, la precision estimada puede
ser incorrecta.

Procedimiento para determinar la precisidon intermedia (dentro del
laboratorio)

La precisidon dentro del laboratorio se calcula con la siguiente formula:
D —. 7
>E - %

D -1

2 _
Sb_

Donde:

Sb2= Varianza entre corridas.
X4 = Promedio de todos los resultados por dia(x; promedio del dia 1).
X = Promedio de todos los resultados.
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1. Comparar la repetibilidad estimada en el laboratorio con la especificaciéon
del fabricante.

Criterio de aceptabilidad

Si la desviacion estandar en condiciones de repetibilidad son menor a la
especificacion del fabricante el ensayo es aceptado, se demuestra que la precisién es
consistente. Si la desviacion estandar es mayor a la especificacion del fabricante, se debe
aplicar la verificacion y ver si es significativamente diferente a las especificaciones del
fabricante.

Verificacion

2. Calcular los grados de libertad, V. Para el protocolo recomendado de 5 dias
de duracién y tres replicas por dia V=10

V=D * (n-1)
Donde:
D= Dias de duracion.
n = Replicas por dia.
3. Determinar (1-a ) de x* (chi cuadrada), de la distribucion con v grados de

libertad. Aqui a es nivel de confianza (usualmente 5%) y / es en niumero de niveles

Number of Levels
Degree of
Freedom 2 3 4
3 9.35 10.24 10.86
4 11.14 12.09 12.76
5 12.83 13.84 14.54
6 14.45 15.51 16.24
7 16.01 17.12 17.88
8 17.53 18.68 19.48
9 19.02 20.21 21.03
10 20.48 21.71 22.56
11 2192 23.18 24.06
12 2334 24.63 25.53
13 24.74 26.06 26.98
14 26.12 2748 28.42
15 27.49 28.88 29.84
16 28.85 30.27 31.25
17 30.19 31.64 32.64
18 31.53 33.01 34.03
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Para el protocolo recomendado de 5 dias con 3 replicas; C=21.71.

4, Calcular el valor de verificacion.
G 4 C
I'_
NV
5. Si la repetibilidad estimada, S;, es menor o igual al valor de verificacion del
fabricante, la precision esta verificada.
6. Comparar la precisién intermedia estimada en el laboratorio con la

especificacion del fabricante.

Criterio de aceptabilidad

Si la desviacidn estandar en condiciones de precision intermedia son menor
a la especificacion del fabricante el ensayo es aceptado, se demuestra que la precision es
consistente. Si la desviacion estandar es mayor a la especificacion del fabricante, se debe
aplicar la verificacién y ver si es significativamente diferente a las especificaciones del

fabricante.
Calcular los grados de libertad de la precision intermedia, para un

experimento con D dias de duracién y n replicas por corrida.
~ ((n —1)sf + (nsi))2

7.

! 1 “(sy)’
n—-1_, n (s
s, +(——————
(st )

8. Determinar (1-a/ /) de x* (chi cuadrada), de la distribucién con v grados de
libertad. Aqui a es nivel de confianza (usualmente 5%) y / es el nimero de niveles
probados.

9. Calcular el valor de la verificacion con la siguiente formula.

e ¥
1 .\_." C1
T
10. Si la precisién intermedia analizada es menor o igual a la especificacion dada

por el fabricante, el ensayo se considera verificado.
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Tabla de datos para el calculo de la precisién intermedia y en condiciones

de repetibilidad.
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
1 2 3 4 5
Fecha/operador
Replica 1 (x1)
Replica 1 (x2)
Replica 1 (x3)
3
DX, =X, +X, +X;
i=1
3
>x,
—_— . 1
. 1=l
X Pl -
2
X1 — id
2
(X 1 — X4 )_
X2 — ¥4
(x> —Xg)
X.3 - X d

(X3 —ngz
3

2 _ v v ) , - )2 . 2
2 (% - X)) = (X - %) (X, - X))+ (X5 -Xy)
1

3 —
a(Xi 'Xd)z
sd’ =—
2

Xg X

@{1 - i)i
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1. Calculo de la media
?:;1 +X, +X3 +Xg+X5 _
5

2. Célculo de Sr

12 12 d2 d2 12

2 Scrunl_‘_scerE_‘_S rm13+S nm4+S(mnS
S(-i.l'l.l.ll average = I =
5

3. Célculo de S; (desviacion estandar dentro del laboratorio).

E D P S S I S I R S
2 _

4 4

Donde n= numero de réplicas por corrida.
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DEMOSTRACION DE LA VERACIDAD

1. Seleccionar el material para el procedimiento de medida.

2. Medir el material en 3 a 5 corridas, cada una por triplicado.

3. Calcular la media y la desviacién estandar de los resultados de cada

concentracion.

Tabla de datos para el célculo de la Veracidad.

Nivel 1

Resultado

(x, - x)

(x, — x)’

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

n
X =(X;+X,+X; +X, +X: + X + X, +X, +X, +X
; i ( 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1n

X p

; p— i =
n

— -[/]c\

X;
0

i()«;1 _;): =(x, _;)2 +(x, _g)z + (X5 _g): +(x, _g)z

1=l
+ (X _g)z + (X4 —g)j +(x5 _g)z +(Xg —;)2 +(Xgq —;)2

I ]
+(Xq —X)°
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1. Calculo de la media

i}
b
o (X 4%, + X, +X, +X+ X + X, + X +X +X)
i 10

38

2. Calculo de la desviacion estandar.

" -_— - -_— - -_— -_— -_— -_— -

9 9 2 7 2

(% —X)” + (% %)+ (% -%)” + (% -%)" +(%,, %)
9

N
SX—\lsx =

3. Calculo del intervalo de verificacidon para el bias.

- [ 2 2
X+t ®.s; +5;

l1-a.2n-1

Donde S, = SD del grupo de comparacién/ vn
n= numero de laboratorios participantes

Grados de libertad = 3n-1

Donde 3= numero de replicas
n= numero de dias.

Criterio de aceptabilidad

Si el valor obtenido se encuentra en el intervalo de verificacion, la veracidad es
satisfactoriamente aceptada
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11. RESULTADOS

Tabla 1. Datos de concentracidn de los controles Bio Rad Nivel 1,2y 3

DETERMINACION UNIDADES CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION
MATERIAL 1 MATERIAL 2 MATERIAL 3
PCR | mg/dl 0.587 2.59 4.34 39

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de repetibilidad (precisién
intra-ensayo) y precision intermedia (precisidn intermedia)”

Tabla 2. Datos del inserto del reactivo Cardio Phase hsPCR

PRECISION n=40
Contenido de Intra-ensayo CV serie a serie CV total (%)
PCR(mg/dL) CV (%) (%)
1.4 2.7 2.0 3.1
5.57 2.1 2.1 2.9
0.069 2.3 2.3 3.1
0.59 4.6 4.0 5.8
0.92 2.6 1.3 2.6
17.9 2.1 1.1 2.2

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de repetibilidad

Nivel 1 0.587 mg/dI
SDr= (CVr * media) / 100
Datos:

CVr: 4.6%

Media: 0.587

SDr= (4.4 * 0.757) / 100

SDr= 0.30

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de precisidon intermedia

Nivel 1 0.587 mg/dI
SDr= (CVr * Media) / 100
Datos:

CVr: 5.8%

Media: 0.587

SDr= (5.8 * 0.587) / 100

SDi= 0.030
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Especificacion del fabricante para precision en condiciones de repetibilidad

Nivel 2 2.59 mg/dl

SDr= (CVr * Media) / 100

Datos:

CVr: 2.3% 40
Media: 2.59

SDr= (2.7 * 2.59) / 100

SDr= 0.07

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de precisidon intermedia

Nivel 2 2.59 mg/dI
SDr= (CVr * Media) / 100
Datos:

CVvr:3.1%

Media: 2.59

SDr=(2.59 * 3.1) / 100

SDi= 0.08

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de repetibilidad

Nivel 3  4.34 mg/dl
SDr= (CVr * Media) / 100
Datos:

CVr: 2.1%

Media: 4.34
SDr=(2.1*4.34) /100

SDr= 0.09

Especificacion del fabricante para precision en condiciones de precision intermedia

Nivel 3 4.34 mg/dI
SDr= (CVr * Media) / 100
Datos:

CVr: 2.9%

Media: 4.34

SDr=(2.9 * 4.34) / 100

SDi= 0.13
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Tabla 3. Datos obtenidos intra-corrida e inter-corrida.

Nivell 0.587m rr_/dL

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
0.62 0.60 0.55 0.63 0.56
0.58 0.57 0.57 0.58 0.57
0.58 0.57 0.56 0.59 0.60

Nivel II 2.59 mg/dL

2.57 2.63 2.52 2.52 2.57
2.49 2.57 2.60 2.62 2.59
2.68 2.67 2.64 2.62 2.48

Nivel IIl 4.34mg/dL

4.35 4.20 4.01 4.40 4.34
4.08 4.01 4.16 4.38 4.38
441 4.61 411 411 4.15

Tabla 4. Calculo de la precision intermedia y precision en condiciones de repetibilidad.
Nivel 1.
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Instrumento Nefeldmetro Material Control Bio Rad | Lote 52381
Dade Berhing
Lote del reactivo | 8540 Analito Proteina C SDr(fabricante) 0.030
Reactiva
Operador QFB: Rosalia Concentracion 0.587 mg/dL SDi(fabricante) 0.030
Guevara
NIVEL 1 Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 4
Fecha 28/02/2011 | 01/03/2011 02/03/2011 | 03/03/2011 | 04/03/2011
Replica 1 (x4) 0.62 0.60 0.55 0.63 0.56
Replica 1 (x,) 0.58 0.57 0.57 0.58 0.57
Replica 1 (x3) 0.58 0.57 0.56 0.59 0.60
3 2 2 2 2 2
> X, =X, +X, +X;
=1
i 0.59 0.58 0.56 0.60 0.58
X
o _i=1 !
Xy =72
2
X1 — X B 0.03 0.02 -0.01 0.03 -0.02
(X 1 —X d ) 0.0009 0.0004 0.0001 0.0009 0.0004
X, — Xd -0.01 -0.01 0.01 -0.02 -0.01
(X ” — E d )— 0.0001 0.0001 0.0001 0.0004 0.0001
- -0.01 -0.01 0.00 -0.01 0.02
X3 = Xd
(X3 X g)? 0.0001 0.0001 0.0000 0.0001 0.0004
3 0.0011 0.0006 0.0002 0.0014 0.0009
2 VIS
Z(}Ll' \d) (Xl-‘\d) (\'\';\d) (}s}-Xd
1
3 N2 0.0006 0.0003 0.0001 0.0007 0.0005
2 (x; -Xy)
.2 =l
sd_, = >
gd E 0.01 0.00 -0.02 0.02 0.00
(gd 7?)2 0.0001 0.00000 0.0004 0.0004 0.0000
Xtotal 0.58
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SD? corrida (promedio) 0.00044

Sr 0.021

Sb’ 0.00023

n 3

Dias 5

C(tabla) 21.71

Si 0.02

WSDr 0.039

WSDi 0.04
Repetibilidad
0.021<0.030

Ensayo aceptado,
No se necesita verificacion

Desvio Estandar intralaboratorio
0.02<0.030

Ensayo aceptado,
No se necesita verificacion

Tabla 5. Calculo de la precision intermedia y precision en condiciones de repetibilidad.

Nivel 2.
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Instrumento Nefelémetro Material Control Bio Rad | Lote 52381
Dade Berhing
Lote del reactivo | 8540 Analito Proteina C SDr(fabricante) 0.070
Reactiva
Operador QFB: Rosalia Concentracion 2.59 mg/dL SDi(fabricante) 0.080
Guevara
NIVEL 1 Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 4
Fecha 28/02/2011 | 01/03/2011 02/03/2011 | 03/03/2011 | 04/03/2011
Replica 1 (x4) 2.57 2.63 2.52 2.52 2.57
Replica 1 (x,) 2.49 2.57 2.60 2.62 2.59
Replica 1 (x3) 2.68 2.67 2.64 2.62 2.48
3 8 8 8 8 8
Y X =X X, 4%
=1
3 2.58 2.62 2.59 2.59 2.55
3 x,
_— - 1
X . — 1=1
3
X1 —Xgq -0.01 0.01 -0.07 -0.07 0.02
(X 1 — Xy )2 0.0001 0.0001 0.0049 0.0049 0.0004
X, — X4 -0.09 -0.05 0.01 0.03 0.04
(X ” — E d )3 0.0081 0.0025 0.0001 0.0009 0.0016
- 0.10 0.05 0.05 0.03 -0.07
X3 - Xd
(X3 —X4)> 0.0100 0.0025 0.0025 0.0009 0.0049
3 0.0182 0.0051 0.0075 0.0067 0.0069
RV I 2, VIR
1
3 2 0.0091 0.0026 0.0038 0.034 0.0035
2 (x; -Xy)
g2 _ i=
sd_ >
gd —E 0.00 0.04 0.01 0.01 -0.03
(gd —X)? 0.0000 0.00160 0.0001 0.0001 0.0009
Xtotal 2.58
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SD? corrida (promedio) 0.00448

Sr 0.067

Sb’ 0.00068

n 3

Dias 5

C(tabla) 21.71

Si 0.06

WSDr 0.099

WSDi 0.10
Repetibilidad
0.067<0.070

Ensayo aceptado,
No se necesita verificacion

Desvio Estandar intralaboratorio
0.06<0.080

Ensayo aceptado
No se necesita verificacion

Tabla 6. Calculo de la precision intermedia y precision en condiciones de repetibilidad.

Nivel 3.
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Instrumento Nefeldmetro Material Control Bio Rad | Lote 52381
Dade Berhing
Lote del reactivo | 8540 Analito Proteina C SDr(fabricante) 0.09
Reactiva
Operador QFB: Rosalia Concentracion 4.34 mg/dL SDi(fabricante) 0.13
Guevara
NIVEL 1 Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 4
Fecha 28/02/2011 | 01/03/2011 02/03/2011 | 03/03/2011 | 04/03/2011
Replica 1 (x;) 4.35 4.20 4.01 4.40 434
Replica 1 (x,) 4.08 4.01 4.16 438 4.38
Replica 1 (x3) 4.41 4.61 4.11 4.11 4.15
3
> X, =X, +X, +X; 13 13 12 13 13
i=1
3
3%,
- = 4.28 4.27 4.09 4.30 4.29
\ =
X, -
2D
X1 —Xgq 0.07 -0.07 -0.08 0.10 0.05
(x1 —Xq) 0.0049 0.0049 0.0064 0.0100 0.0025
X, — X d -0.20 -0.26 0.07 0.08 0.09
(X2 —Xq)° 0.0400 0.0676 0.0049 0.0064 0.0081
X;- Xy 0.13 0.34 0.02 -0.19 -0.14
(X3 X4 )2 0.0169 0.1156 0.0004 0.0361 0.0196
]
! ! 0.0618 0.1881 0.0117 0.0525 0.0302
L% %) =00 -x) # 0,-x,) # (x| O : : ' '
1
3 - >
X (x;-%4)"
g2 i=l 0.0309 0.941 0.0059 0.0263 0.0151
sd_, =
2
Xq —X 0.03 0.02 -0.16 0.05 0.04
Xa —x%)? 0.0009 0.00040 0.0256 0.0025 0.0016
Xtotal 4.25
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SD? corrida (promedio)
Sr
sb’
n
Dias
C(tabla)
Si
WSDr
WSDi

0.03446
0.186
0.00775
3
5
21.71
0.18
0.130
0.16

Repetibilidad
0.186>0.09

Ensayo rechazado
Aplicar verificacion

Desvio Estandar intralaboratorio

0.18>0.13

Ensayo rechazado
Aplicar verificacion

Verificacion SDr
0.186>0.130

Ensayo rechazado

Verificacion SDi
0.18>0.16

Ensayo rechazado

VERACIDAD

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia
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Analito PCR hs
Concentracion

Tabla 7. Calculo de la veracidad. Nivel 1

Nivel 1 Resultado (x. — x) (x, — %)

Replicado 1 0.62 0.038 0.0014
Replicado 2 0.58 -0.002 0.0000
Replicado 3 0.58 -0.02 0.0000
Replicado 1 0.60 0.018 0.0003
Replicado 2 0.57 -0.012 0.0001
Replicado 3 0.57 -0.012 0.0001
Replicado 1 0.55 -0.032 0.0010
Replicado 2 0.57 -0.012 0.0001
Replicado 3 0.56 -0.022 0.0005
Replicado 1 0.63 0.048 0.0023
Replicado 2 0.58 -0.002 0.00000
Replicado 3 0.59 0.008 0.0001
Replicado 1 0.56 -0.022 0.0005
Replicado 2 0.57 -0.012 0.0001
Replicado 3 0.60 0.018 0.0003

n

9
E}xi = (X, + X, + X3+ X, +X + X, +X; + X + X + X
n o
_ > X X 0.58
N = 1 = 1
n 10
0.0070

S %) =03, =102+ (%, — %) + (x5 — %)% + (5, %)

+ (X _g)z + (X4 —g)j +(x5 _g)z +(Xg —E)E +(Xgq —E)z

.2
+(Xq —X)°
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Sy’ 0.00352

Sx

Grados de libertad
14 grados de libertad y alfa 1%

t

Concentracion evaluada

Valor obtenido

Bias (c)

Bias %

Sa 0.03

Valor inferior

Valor superior 0.74

Conclusion

Analito PCR hs
Concentracion
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Tabla 8. Calculo de la veracidad. Nivel 2

Nivel 2

Resultado

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

|
-0.095 0.0090
|

Replicado 1

Replicado 2

-0.015 0.0002

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

0.015 0.0002

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

0.035 0.0012

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

2.59

Replicado 3

0.005 0.0000

n
DX =(X; +X, + X3+ Xy +Xs +Xg + Xy +Xg +Xg + N
B 1

n (]
DX, XX

x=+i -1
n 10

S (x, %) = (% - %)+ %y~ %) + (x5~ %)+ (x -

(X —X) + (X —X) + (X, —X)% + (X —X)% + (X —

2
+(X —%)
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Sy’ 0.003798095

Sx

Grados de libertad
14 grados de libertad y alfa 1%

t

Concentracion evaluada

Valor obtenido

Bias (c)

Bias %

Sa 0.032

Valor inferior

Valor superior 2.77

Conclusion

Analito PCR hs
Concentracion
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Tabla 9. Calculo de la veracidad. Nivel 3

Nivel 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

-0.087 0.0075

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

4.38 0.133 0.0178

Replicado 2

Replicado 3

Replicado 1

Replicado 2

0.133 0.0178

Replicado 3

n
DX =(X; +X, + X3+ Xy +Xs +Xg + Xy +Xg +Xg + N
B 1

1 6
;: 1 — 1
n 10

S (x, %) = (% - %)+ %y~ %) + (x5~ %)+ (x -

1=1

(X —X) + (X —X) + (X, —X)% + (X —X)% + (X —

2
+(X —%)

Sy’ 0.030952381
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Sx

Grados de libertad 14
14 grados de libertad y alfa 1%

t

Concentracion evaluada 4.12 mg/dl

Valor obtenido

Bias (c) 0.13 mg/dI

Bias %

Sa 0.03

Valor inferior

Valor superior
Conclusién

INCERTIDUMBRE
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1. Especificacion del mensurando.

Concentracion de Proteina C Reactiva en suero determinandolo en un material de
control comercial (Bio Rad)

54
2. ldentificacion de las fuentes de Incertidumbre

Los Unicos componentes de la incertidumbre de esta medicidn serdn los siguientes:

2.1 Incertidumbre de medicion del valor del calibrador.
2 _ 2 2 2
H° = (LCAL)" + (nQCI)” + (KCCE)

El fabricante declara que la incertidumbre expandida es de 5.80% (con un intervalo
de confianza del 95%). Como el factor de cobertura corresponde al nivel de confianza del
95% es 2, la incertidumbre tipica relativa del valor asignado al material de referencia
certificado es 2.9%.

2.2 Precision interdiaria. CCI

Se utilizan los datos de coeficiente de variacién acumulado del programa inter-
laboratorio Bio Rad del mes de febrero de 2011.

2.3 indice de desviacién estandar CCE de los tltimos 6 meses

Se utilizan los datos del promedio del indice de desviacidn estandar del Grupo par
correspondiente al ultimo ciclo del programa (No. 36).

IDS 4.73%

El IDS expresa la desviacidn del resultado del participante de la media

Tabla 10. Estimacion de la incertidumbre
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No. Fuente de Fuente de Tipo, Incertidumbre Incertidumbre
incertidumbre  informacidon distribucion original estandar
1 Calibrador Certificado B normal, 5.80% 2.9%
de K=2
calibracion
2 indice de EQAS A normal 4.73% 4.73%
desviacion (CCE) K=1
estandar (IDS)
3 Precision inter- Reporte A normal Nivel | Nivel | Nivel | Nivel | Nivel | Nivel
diaria (CV%) inter- K=1 1 2 3 1 2 3
laboratorio 7.9% | 5.1% | 4.7% | 7.9% | 5.1% | 4.7%
(ccn
Tabla 11. Expresion de la incertidumbre
Incertidumbre Incertidumbre Expresion final Intervalo

Combinada u %

Expandida U%

Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3

8.42
5.87
5.53

16.84
11.74
11.06

0.58 + 0.09 mg/dl
2.58+ 0.30 mg/dI
4.25+ 0.61 mg/dl

0.47-0.69mg/dL
2.19-2.97mg/dL
3.63-4.87mg/dL

12. EVALUACION DEL DESEMPENO

REQUISITOS DE CALIDAD

Calcular el ETa minimo y maximo:
ETa minimo = 3*CV proceso

Nivel 1
3.9*3=11.7%

Nivel 2
2.3*3=6.9%

Nivel 3
4.0*3=12.0%

ETa de mayor jerarquia
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Tabla 12. Variabilidad bioldgica de la Proteina C reactiva

Analito

Proteina C reactiva

Variacion Especificacion
biologica deseable

CVW CVg 1(%) B(%) TE(%)
42.2 76.3 211 218 56.6

Fuente: http://www.westgard.com/biodatabasel.htm

CVw = (Coeficiente de variacion intra-individual)
CVg = (coeficiente de variacion inter-individual)

| = Especificacion deseable para imprecision.

B = Especificacidn deseable para inexactitud.

TE = Especificacion deseable para el error total.

En condiciones deseables la especificacion para variabilidad bioldgica es

28.3%

CALCULO DE ERROR TOTAL

Calculo del CVi:

CVi = Si x 100 / concentracion
Error Total = Bias + 2 x CV

Nivel 1

CVi=0.02 x100/0.587
CVi=3.9%

Error Total =6.2 % +2x3.9%
Error Total = 14 %

Nivel 2

CVi=0.06x100/2.59
CVi=2.31%

Error Total = Bias + 2 x CV
Error Total =7.2 % +2x2.31%
Error Total = 14.0%

Nivel 3

CVi=0.18x 100/ 4.06
CVi=4.43%

Error Total = Bias + 2 x CV
Error Total =3.1 % +2x4.43 %
Error Total = 11.2 %

CALCULO DE SEIS SIGMA

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia
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Seis sigma = (TEa%-%bias)/CV

NIVEL 1
SEIS SIGMA = (28.3% -6.2 %)/3.9 =5.7

NIVEL 2 >7
SEIS SIGMA = (28.3% -7.2 %)/2.3 =9.0

NIVEL 3
SEIS SIGMA = (28.3% -3.1 %)/4.0 =6.2

CALCULO DE EL ERROR SISTEMATICO CRITICO
ASEc = Sigma - 1.65

NIVEL1
ASEc=5.7-1.65=4.1

NIVEL 2
ASEc=9.0-1.65=7.4

NIVEL 3
ASEc=6.2—-1.65=4.6

EVALUACION DEL DESEMPENO

Tabla 13. Desempeiio

PCR (c) unidades TEa  SDi CVi Bias% TE% Sigma ESC 1]
Nivel 1 | 0.587 mg/dI 283 0.02 3.9 6.2 14.0 5.7 4.1 16.84
Nivel 2 2.59 mg/dl 28.3 0.06 2.3 7.2 119 9.0 7.4 11.74
Nivel 3 4.34 mg/dI 28.3 0.18 4.0 3.1 11.2 6.2 46 11.06
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13. ANALISIS DE RESULTADOS

Para el desarrollo del protocolo se utilizaron los 3 niveles de control para evaluar el
desempeiio, es importante mencionar que es de fundamental importancia evaluar el
desempeiio de la prueba en concentraciones prdximas al nivel de decisién medica como lo
es el nivel 1, que tiene una concentracion de 0.587 mg/dl y el nivel de decisién medica es
de 0.5mg/dl, ya que es en esa zona donde el desempefio es critico. Los resultados
obtenidos muestran que a ese nivel de concentracidon el desempefio en general es
aceptable, con un nivel sigma excelente de 7.1, lo cual indica que el proceso controlada.

Para el nivel 2 de concentracién, el desempefno es nuevamente aceptable siendo
aun mejor con un seis sigma de 9.0. Sin embargo el nivel 3 de concentracion presenta
algunas inconsistencias en el caso de la precisién en condiciones de repetibilidad y en
condiciones de precisidon intermedia (SDr y SDi respectivamente) ya que los resultados
obtenidos en estos dos pardmetros superaron las especificaciones del fabricante, sin
embargo los fabricantes al momento de establecer sus especificaciones no trabajan en
condiciones de rutina, como lo hizo el laboratorio durante la evaluacion (con una alta
carga de trabajo), los fabricantes trabajan con condiciones especiales de operacién, como
equipo nuevo, seguramente una Unica prueba, y sobre todo condiciones ambientales
controladas al extremo, lo cual en el laboratorio ha sido muy dificil de controlar debido a
gue es un laboratorio grande y con suficiente personal, por lo que las condiciones de
trabajo en el laboratorio difieren mucho a las condiciones que tuvo el fabricante, otro
punto importante es que el fabricante utiliza un protocolo de evaluacidn diferente, sin
embargo el desempeiio general del método en este nivel de concentracién también es
aceptable ya que presenta un Seis sigma de 6.2.

Para la evaluacién de la veracidad los 3 niveles fueron aceptados, se utilizé el
reporte de comparacién inter-laboratorio Bio Rad del mes de febrero, y se utilizo el grupo
de comparacion por método para la estimacion del Bias, ya que este grupo par resulto ser
el mejor grupo de comparaciéon debido al niumero de laboratorios participantes y a la
desviacidn estandar reportada.

Para el calculo de la incertidumbre solo se considera la parte analitica, por lo que
guedan fuera otras fuentes significativas de incertidumbre, aun no hay un consenso
internacional o protocolo para su calculo, por lo que el resultado puede diferir bastante,
sin embargo es util para el laboratorio conocer su incertidumbre para comprender el real
significado de la informacion brindada y es informacion que debe estar disponible, aunque
para el médico quien es el que recibe y hace uso de los resultados pueda ser un concepto
gue le cause mas problemas.

El uso de herramientas como Seis sigma, error sistematico critico y error total
puede ayudar a planificar el control de calidad y seguir el desempefio del método, son
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herramientas de control de calidad que me van a permitir detectar los errores
clinicamente significativos.

Para el establecimiento de los requisitos de calidad, aqui se propuso un
esquema utilizando el algoritmo de Rhoads, sin embargo queda a criterio del
laboratorio cual utilizar, un requisito debe ser una exigencia que pueda ser
alcanzada por el laboratorio, sobre todo cuando se habla de inmuno-ensayos, de
los cuales hay poco conocimiento acerca de su estandarizacién y manejo del
control de calidad, debido a la poca estabilidad que presentan estos ensayos.

Jazmin Elizabeth Hernandez Garcia

59



Evaluacidn estadistica del método Inmuno-nefelometrico para la determinacién de Proteina C Reactiva
ultrasensible (PCR hs) en el diagndstico de procesos infecciosos e inflamatorios con base a la NMX 15189

14. CONCLUSIONES

Se cumplio el objetivo planteado, el método para la determinacidon de la proteina
C reactiva es aceptable.

Se logro conocer el desempeno de el método en condiciones estables y conocer el
TE y evaluar el desempefio frente a Requisitos de Calidad (TEa)

La herramienta Seis sigma es una medida del desempefio frente a los requisitos de
calidad y nos ayuda a planificar el control de calidad de la prueba.

La verificacién es de fundamental importancia mas alld de cualquier norma o

regulacién por el hecho de asegurar la utilidad clinica de los resultados generados en el
laboratorio.
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Informe de Comparacién entre Laboratorios

Lab. 258731 Immunology Lote 52380
[={[0F' =71Yp ) INSTITUTO NACIONAL PEDIATR? Datos de: 02/2011 U NITY
LINA ROMERO DACEE Caducidad: 31/12/2011
INSURGENTES SUR 3700-C Impresos: 12/03/2011
04530 MEXICO DF DF Pagina 4
Analito
Método Uds. T2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Instrumento/Kit
Reactivos Mensual Acum. Mensual Acum. Mensual Acum.
Grupo labs. por equipo Media 973.9 968.8 1705 1693 2383 2371
Siemens BN Series Nephelometers S 50.48 50.96 96.92 105.4 159.9 147.5
cv 5.2 5.3 5.7 6.2 6.7 6.2
N¢ Valores 310 3978 297 3229 328 4105
N° Lab. 25 42 21 32 26 40
Grupo de valores por método
Media 952.1 948.7 1702 1979 2337 2336
S 46.03 49.47 93.07 7071 138.9 139.2
cv 4.8 5.2 5.5 357.4 5.9 6.0
N¢ Valores 637 6990 327 3546 654 7130
N° Lab. 35 57 22 35 36 55
Inmunonefelométrico, tiempo fijo, cinético mg/dL
Siemens BN I
Reactivos Dedicados
Su laboratorio Media 69.04 65.26 167.9 162.9 259.9 260.3
S 2.66 4.26 4.39 8.47 4.12 14.48
cv 39 6.5 2.6 5.2 1.6 5.6
(Equipo) CVR 0.8 1.2 0.7 1.0 0.3 0.9
(Método) CVR 0.8 1.3 0.6 0.9 0.2 0.8
(Equipo) IDS 0.38 -0.24 0.57 0.21 0.20 0.56
(Método) IDS 0.74 -0.06 0.65 0.35 0.86 1.09
N¢ Valores 9 107 8 109 8 101
Grupo labs. por equipo Media 67.74 66.10 164.3 161.2 256.8 251.7
Siemens BN Series Nephelometers S 3.44 3.54 6.39 8.20 15.35 15.51
cv 5.1 5.4 39 5.1 6.0 6.2
N¢ Valores 293 3398 298 2743 324 3583
N° Lab. 23 34 20 27 25 34
Grupo de valores por método
Media 66.77 65.45 163.0 159.8 245.9 2429
S 3.10 3.24 742 8.87 16.30 16.02
cv 4.6 5.0 4.6 5.6 6.6 6.6
N¢ Valores 619 6428 328 3073 647 6603
N° Lab. 33 50 21 30 35 50
Inmunonefelométrico, tiempo fijo, cinético mg/dL
Siemens BN I
Reactivos Dedicados
Su laboratorio Media 0.571 0.548 2,57 2.45 4.25 4.09
S 0.037 0.043 0.097 0.126 0.160 0.191
cv 6.5 7.9 38 5.1 38 47
(Equipo) CVR 0.1 0.1 0.7 1.0 0.8 1.0
(Método) CVR 0.1 0.1 0.7 0.8 0.8 0.9
(Equipo) IDS -0.79 -0.60 0.49 -0.11 0.57 0.10
(Método) IDS -0.22 -0.22 1.27 0.29 043 -0.13
N¢ Valores 19 186 19 160 19 160
Grupo labs. por equipo Media 2.57 1.87 2.50 2.47 413 4.07
Siemens BN Series Nephelometers S 2.54 2.22 0.130 0.121 0.207 0.196
cv 98.7 118.4 5.2 49 5.0 4.8
N¢ Valores 92 1188 55 773 54 783
N° Lab. 5 15 3 11 4 12
Grupo de valores por método
Media 0.803 0.740 240 2.41 4.16 412
S 1.04 0.878 0.130 0.161 0.209 0.224
cv 129.3 118.7 5.4 6.7 5.0 5.4
N¢ Valores 845 9836 262 3067 772 8988
N° Lab. 32 64 10 26 30 57
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Bio-Rad Laboratories Inmunoensayo Niumero de Muestra: 3

Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 13/09/10
Su Res.: 46.8 mg/L
Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracion Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 172 51.0 5.43 0 ~0.78 -8.3 0 0 49
Su Grupo 54 52.4 6.33 0 ~0.88 -10.7 0 0 14
Su Método 21 48.9 3.84 0 0 0 5
Mode 2 8 58.7 0.86 0 0 0 0
Mode 3 3 57.4 2.48 0 0 0 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories Inmunoensayo Numero de Muestra: 4

Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 27/09/10

Su Res.:

221

mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica

Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 165 23.0 1.97 5 —0.44 =37 1 1 48
Su Grupo 51 22.1 1.71 +0.00 +0.0 0 0 15
Su Método 27 21.9 1.51 0 0 8
Mode 2 7 27.4 0.45 0 0 0 0
Mode 3 2 37.0 1.41 0 0 0 0

Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories

Numero de Laboratorio: 4492

Inmunoensayo

49 : C-Reactive Protein (CRP)

Numero de Muestra: 5

Fecha de la muestra: 11/10/10

Su Res.:

4.4

mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 180 4.81 0.651 2 —0.62 —8.5 2 39 10
Su Grupo 60 473 0.676 1 —0.49 —-6.9 0 15 4
Su Método 28 427 0.345 0 0 8 3
Mode 2 8 5.91 0.291 0 0 0 0
Mode 3 4 6.75 3.403 0 0 1 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories

Numero de Laboratorio: 4492

Inmunoensayo

49 : C-Reactive Protein (CRP)

Numero de Muestra: 5

Fecha de la muestra: 11/10/10

Su Res.:

4.4

mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 180 4.81 0.651 2 —0.62 —8.5 2 39 10
Su Grupo 60 473 0.676 1 —0.49 —-6.9 0 15 4
Su Método 28 427 0.345 0 0 8 3
Mode 2 8 5.91 0.291 0 0 0 0
Mode 3 4 6.75 3.403 0 0 1 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
L e S RosUlEA0S - - - -~ - - - - =3 Mode 3 '
Media d
Mode 2 cgm‘gomeciom \QO /\Vg> &9@ \%/'\ /\A7® \Q(L \FD /\N\ b:)% @C_b [09 b:-i\
N REhEE,.,,,.,,.N-,L,H P --iols
i Su Modo 3.0 —
o, B Su Grupo e E=
@ Su Método -
1 e mm Su Resulfados 20 3
8 |
S e e R EEEEEE RS e o 153
< ] —
= L 3
S sl b e 107
= kel =
B N 1 g 05 7
D . ) = i
~ Comparacion L—J 0.0 o ‘
o B 3 ] 1
= -@- Método 206 -0.5 4 :
- [} — !
R 11 -6~ Método 206(L) o 3 1
= c —10g ‘
P | 3
””””””””””””””””” < -15 4 ;
20 3 |
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 25
—30 3 3
< S Q S Q S S < S ) S )
t Qv\\ 0@\\ Q@\\ 0@\\ Q@\\ 0«\N 0«\\ Qq)\\ 0%\\ Q@\\ 0@\\ \g\\
9.67 16 > 136 %@\ ol %v\ o %\\ RN MR AT %«\ N

A Uimites 2ds para Su Modo@ Limites 2ds para Mode 2 W Limites 2ds para Mode 3

Fecha de la muestra

G reflsenpyy 8p oJeawnN

OL/OL/LL ‘elisenw €| ep eyosad

20101012

6t

(d4D) uieloid eapoesy-O

N
o



Bio-Rad Laboratories

Inmunoensayo

Numero de Muestra: 6

Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 25/10/10
Su Res.: 45.2 mg/L
Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 185 50.2 4.65 4 —1.07 —-9.9 0 0 53
Su Grupo 66 50.1 4.75 1 —1.02 —9.7 0 0 17
Su Método 33 47.8 3.81 0 0 0 10
Mode 2 6 59.0 0.56 0 0 0 0
Mode 3 4 53.8 4.72 0 0 0 1
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories

Inmunoensayo Numero de Muestra: 7

mm Su Resultados 2.0

N
(o)
Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 08/11/10
Z
Su Res. 83.1 mg/L S
Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién  Clinica (-2
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado o
Q
Su Modo 179 78.4 7.09 2 +0.67 +6.1 1 2 46 o
Su Grupo 65 78.8 7.55 1 +0.57 +55 0 0 17 2
Su Método 31 76.7 4.78 1 0 0 9 S
a
Mode 7 4 81.9 6.99 0 0 0 0 S CI)
Mode 3 3 75.0 3.46 0 0 0 0 e py
) ! ‘ N O
Metodo + 561206 — Immunonephelormetry - Behring Dade Behring | eyenda del Histograma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP) 8
Su Restifados 3 Mode 3 e o =
M0d62 yordmpordociom &9@ \%/'\ /\A7® \Q(L \FD /\NN v& @Cb [09 b:-i\ @{b /\Q;\ c<D
gu ngdo 3.0 :‘U
U brupo 25 O
B Su Método @"
-]
~~
0
Y|
L
S’

Nimero de Laboratorios

< 642 68.7 732

A Uimites 2ds para Su Modo@ Limites 2ds para Mode 2 W Limites 2ds para Mode 3

86.3

91.3 > 958

Comparacion L—J

-6 Método 206(L)
- Método 206

Namero de Desviaciones

OL/LL/80 :ensenw e| ap eyoo

—-2.0
—-2.5
-3.0 L
V\Q@\\j \0@\\6\@@\\2\@\\2\@\i\@\i\@’\i@q\i \Qg\“i\@\i\xg\i Q0
i 8] a9 8) N N o) N 9 N o

Fecha de la muestra H
©

20101109




Bio-Rad Laboratories

Numero de Laboratorio: 4492

Inmunoensayo

49 : C-Reactive Protein (CRP)

Numero de Muestra: 8

Fecha de la muestra: 22/11/10

Su Res.:

21.1

mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 181 22.6 1.98 3 —-0.73 —6.4 0 1 42
Su Grupo 62 21.5 1.5 —0.23 —-1.6 0 0 13
Su Método 31 21.0 1.35 0 0 7
Mode 2 8 26.8 0.97 0 0 0 0
Mode 3 3 38.5 7.09 0 0 0 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories Inmunoensayo Numero de Muestra: 9

Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 06/12/10
Su Res.: 47.4 mg/L
Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 189 49.8 4.88 3 —0.49 —4.8 0 0 46
Su Grupo 61 49.7 552 1 —-0.42 —4.6 0 0 11
Su Metodo 33 47.1 3.87 0 0 0 6
Mode 2 8 56.6 2.55 0 0 0 0
Mode 3 4 58.3 7.76 0 0 0 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories

Numero de Laboratorio: 4492

Inmunoensayo

49 : C-Reactive Protein (CRP)

Numero de Muestra: 10

Fecha de la muestra: 20/12/10

Su Res.: 5.0

mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracién Clinica
Aceptados Media SD Excluidos SDI % Bajo Normal Elevado
Su Modo 196 4.580 0.654 2 +0.31 +4.2 3 38 5
Su Grupo 69 4.75 0.698 +0.35 +5.2 2 11
Su Método 35 4.31 0.404 [+1.70] 1+16.0] 1 5 0
Mode 2 8 5.81 0.397 0 0 0 0
Mode 3 3 7.53 2.082 0 0 0 0
Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréafica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Bio-Rad Laboratories

Inmunoensayo

Numero de Muestra: 11

Numero de Laboratorio: 4492 49 : C-Reactive Protein (CRP) Fecha de la muestra: 03/01/11
Su Res.: 20.9 mg/L

Resultados Resultados Su desviacién de la media Valoracion Clinica

Aceptados Media S0 Excluidos S0l % Bajo Normal Elevado
Su Modo 184 22.4 223 5 —0.69 -6.9 0 1 50
Su Grupo 68 21.6 1.84 0 ~0.40 ~3.4 0 0 15
Su Método 34 21.4 1.92 0 0 8
Mode 2 5 27.2 0.86 0 0 0 0
Mode 3 3 37.9 6.37 0 0 0 0

Metodo : 361-206  — Immunonephelormetry ~ Befiring Dade Behring |eyendy del Histogroma Gréfica Levey - Jennings : C-Reactive Protein (CRP)
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Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

.0, Box 1149 SIEMENS

25001 Marburg, Germany
diagnostics sismens.com

Certificate of Traceability
Assigned Values

This 5 to certify the traceabiliy of the assigned values of the product listed below o a reference material.

The uncertanty of the assigned value for this product was calculated according to the 150 norm 17511 by using
a coverage factor of two. Expressing the uncertanty by a coefficient of vanation can be done by diwviding the
given uncertanty by two.

Product N Rheumatology Standard SL
Product Code oQKZ

Farameter C Reactive Protein

Limit mgiL

Device for usage of assigned value BN Systems

Reference matenal ERM-DA4ATD

Measuring method used for valus assignment  |[nephelometry

Unecertainty of assigned values [%] 580

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

This document was produced by means of an electronic system, therefore withouf signafure

MName of document: D-00167 Issue date: 200S-09-03 page i of 2




Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

P.O. Box 11482

25001 Marburg, Germany
diagnostics_siemens. com

Traceability Chart

SIEMENS

This is to cerify the traceability chain of the assigned values of the product isted below to a reference material.

Product N Rheumatology Standard 5L
Product Code oQKZ

Farameter C Reactive Protein

Llmit mg/L

Materials & Procedures

ERM-DA47T0

Master Calibrator

_
Primary Calibration
(nephelometry)
.‘.—
_

Secondary Calibration (nephelometry)

M Fheumatology Standard SL

U a = Ext=rnal maberial / proc=durs
b = Slemens Healthcare Dlagnostics inbermal

C = Usze= of azzsigned value by oustomer

Use of assigned value on
BMN systems

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

This document was produced by means of an electronic system, therefore withouf signafure

Name of document: D-00167

Issue date: 2005-09-03
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