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1. INTRODUCCION

Debido a la necesidad de dar cumplimiento a los requisitos de la NMX-EC-15189-INMC-
2015 para la acreditacion del area de hematologia, se realizaron las verificaciones de
métodos cuantitativos de acuerdo con la “Guia para la validacion y la verificacion de los
procedimientos de examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico/marzo
2008.”; y a lo largo de la planificacion, ejecucion y evaluacion de este proceso; fue
evidente que la conclusién de las verificaciones de los métodos cuantitativos, no es el
ultimo paso para mejorar la calidad en los resultados del &rea, es el principio.

Fue claro que se requeria ir mucho més alla de solo verificar las pruebas solicitadas por
la Entidad Mexicana de Acreditacion (ema) para otorgar el certificado de acreditacion.

Se encontrd la necesidad de unificar los criterios de preparacion, ejecucion, frecuencia,
evaluacion, correccion y aceptacion del control de calidad interno para las pruebas
evaluadas.

Aprovechando la evidencia objetiva generada de la verificacion, se realizo: el calculo de
la sigmometria para seleccionar las reglas de Westgard especificas y con ellas evaluar
las graficas de Levey-Jennings, el nUmero de controles a procesar y el numero de
corridas que se requieren para cada uno de los analitos; se generd la Guia para el
Control de Calidad Interno del area, en donde se especifica el manejo correcto de los
controles y calibradores comerciales, la generacién de archivos de control en el
analizador, el célculo de la sigmometria, proceso de controles en equipo automatizado,
resolucion de errores aleatorios y sistematicos; asi como, la puesta en fuera de uso del
equipo o su liberacion y puesta en marcha para proceso de muestras de pacientes;
ademas, se evaluo la eficacia y eficiencia las actividades mencionadas basandose en
el rendimiento del analizador y el consumo mensual de viales control.

Todo lo anterior, con la intencion de que los resultados emitidos por el area de

hematologia sean clinicamente Utiles, con comparabilidad y cumplen con los criterios
de aceptacién para la verificacion de los métodos analiticos establecidos por ema.
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2. MARCO TEORICO

Durante la ultima década se ha evidenciado la necesidad de actualizar los estandares de la
calidad de las prestaciones globales del laboratorio clinico, con la finalidad de suministrar
un servicio de salud de 6ptima calidad de una forma costo-efectiva.

Tradicionalmente, el sistema de la calidad en el laboratorio ha consistido en valorar los
resultados analiticos y comprobar que se ajustaban a unos patrones previamente
establecidos. En caso contrario, el especialista de laboratorio clinico mejoraba el
procedimiento de medida y repetia el proceso.

Actualmente la ciencia o cultura de la calidad industrial esta impregnando nuestros
laboratorios clinicos, transformandolos en proveedores de unos servicios competitivos y
con unos objetivos de la calidad previamente establecidos. Un principio fundamental del
control de la calidad industrial es el control de la variacion. Basandose en analisis rigurosos
de la variacién en los resultados y los procesos, los expertos en calidad han desarrollado
principios y técnicas para mejorarla continuamente. Los servicios sanitarios en general, y
los laboratorios clinicos en particular, ya han realizado grandes mejoras en la calidad de
sus prestaciones aplicando estas técnicas y principios desde hace varios afios.

El sistema tradicional de evaluacién de la calidad en los servicios de salud tiene las
siguientes limitaciones:

a) La definicion de calidad es demasiado estrecha, y enfocada al paciente como el
Unico cliente.

b) Pretende ajustar los resultados a unos patrones en vez de satisfacer las
necesidades reales de los clientes.

c) El sistema esta enfocado exclusivamente hacia la practica médica, no hacia la
organizacién como un todo.

d) Valora estrictamente los asuntos técnicos, sin considerar adecuadamente la
prestacion global del servicio.

En contraposicion, la cultura de la calidad en el mundo empresarial amplia la definicién de
cliente, incluyendo, ademas, al personal facultativo, de enfermeria y administrativo como
clientes inmediatos del laboratorio, aunque el paciente sea el Gltimo cliente. Hace hincapié
en la mejora continua de la calidad y enfoca la atencién sobre los procesos, y no sobre las
personas, como origen de los problemas. 12

2.1.1 ;Qué es la calidad?

¢ Qué significa exactamente? Se pueden encontrar muchas definiciones en la literatura,
pero necesitamos una que nos ayude a entender la calidad de una manera practica. Aqui
hay algunas definiciones que brindan un buen punto de partida:

+ ANSI/ASQC (American National Standards Institute / American Society for Quality) A3-
1978. Calidad —Totalidad de rasgos y caracteristicas de un producto o servicio que
caracterizan su habilidad para satisfacer necesidades dadas.

+ Juran — Calidad significa apto para su uso.
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* Crosby — Calidad significa conformidad con los requisitos.

« Deming — La Calidad deberia estar dirigida a las necesidades del cliente.?

Segun el CDC (Centers for Disease Control and Prevention en 1986)

“La calidad de un servicio de pruebas de un laboratorio depende de proveer la totalidad de
rasgos y caracteristicas conforme a la necesidades implicitas o requeridas por usuarios o
clientes” 2

Esta definicion de la calidad reconoce la “totalidad de rasgos y caracteristicas” que hacen
a la calidad multi-dimensional. La conformidad con necesidades implicitas o requeridas, por
ejemplo, metas, objetivos o requisitos, es la clave para hacer de la calidad una caracteristica
cuantitativa y medible. La gestion de la calidad es obviamente un proceso complicado que
involucra muchos elementos, componentes y puntos esenciales y requiere una cuidadosa
organizacion e implementacion. #®

2.1.2 Calidad en el laboratorio clinico

Una practica comun en el laboratorio clinico es analizar muestras de control de calidad (CC)
(normalmente denominadas «controles») al menos a diario y, preferiblemente, varias veces
al dia. Los controles son necesarios para garantizar que los sistemas analiticos tienen
suficiente calidad y son «adecuado para su fin» porque hasta el rendimiento de los mejores
ensayos puede cambiar con el tiempo. Con este fin, hace ya mucho tiempo que se
establecieron las practicas de control estadistico de la calidad (SQC).

Sin embargo, una vez establecidas las practicas de CC, existe una tendencia a aceptarlas
sin cuestionarlas y a seguir aplicando algoritmos rutinarios sin llevar a cabo revisiones
criticas periddicas con respecto a su idoneidad. Una metodologia genérica, como es
analizar dos controles una vez al dia, es habitual, pero es una practica minima. Es facil
seguir una regla de CC tan sencilla, pero no tiene en cuenta el hecho de que no todos los
ensayos tienen la misma calidad analitica. En un programa de CC 6ptimo se reconoce la
necesidad de disponer de reglas de CC personalizadas para los ensayos segun la
variabilidad inherente de estos y se establecen reglas practicas para minimizar el falso
rechazo de resultados de la prueba del paciente aceptables y la falsa aceptacion de
resultados inaceptables. 3

2.1.3 Conceptos basicos de Control de calidad.

El Control de Calidad en el laboratorio clinico es un sistema disefiado para incrementar la
probabilidad de que cada resultado reportado por el laboratorio sea valido y pueda ser
utilizado con confianza por el médico para tomar una decisién diagnostica o terapéutica.
Los procedimientos de Control de Calidad (CC) funcionan detectando los errores analiticos,
idealmente cualquier error suficientemente grande para invalidar la utilidad médica de los
resultados de laboratorio debe ser detectado.
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En la préactica, muchos procedimientos de CC operan introduciendo controles (materiales
de muestras bien caracterizadas por ensayos previos) al proceso de ensayo del laboratorio
y comparando los resultados de la prueba con el rango de valores esperado derivado del
ensayo previo*.

2.1.4 Estadisticas del control de calidad basico

El rango esperado de los valores para un control es calculado usando estadisticas
relativamente sencillas. Estas estadisticas incluyen:

» Media (x )
* Desviacién estandar (s)
* Coeficiente de variacion (CV); y

* El indice de desviacioén estandar (SDI).

Media

La media se define como el promedio aritmético de un conjunto de datos. Se expresa como”:

_ X
X ="

Donde:
Xi = cada dato
n = NUmero de datos en el conjunto

La media describe la “tendencia central” de un conjunto de datos. En el laboratorio clinico,
la media identifica el “valor objetivo” de un conjunto de datos, usualmente de un control o
de datos de un paciente.

La media es la estadistica fundamental usada para comparar o calcular otras estadisticas.
El Comité Nacional para Estandares Clinicos de laboratorio “National Committee for Clinical
Laboratory Standards” (NCCLS), recomienda que se obtengan al menos 20 datos de 20 o
mas corridas “separadas” para ser utilizados en el establecimiento de los valores objetivo
del laboratorio para los materiales de control. Los laboratorios deben establecer sus propios
valores objetivo, usando los valores ensayados por el fabricante solo como una guia. Los
valores objetivo-provisionales deben establecerse corriendo 20 réplicas en menos de 20
corridas, y los valores provisionales deben reemplazarse después de que se acumulen los
datos de las 20 corridas separadas. 42

Desviacidn estandar.

La desviacion estandar (s) cuantifica el grado de dispersion de los puntos de los datos cerca
de la media y es usada para establecer los limites en los que es determinada la
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aceptabilidad del resultado del control. Los datos de control de calidad muestran con
frecuencia una distribucion “normal” o Gaussiana alrededor de la media’, fig. 2.1.4.1

En una distribuciéon Gaussiana:
* 68.3% de los valores estan dentro + 1.0 desviacion estandar de la media
* 95.5% de los valores estan dentro + 2.0 desviaciones estandar de la media

* 99.7% de los valores estan dentro + 3.0 desviaciones estandar de la media’

F

98, 7%

L J

[ 05 5% —————m

68.2%:

+1s +25 +3s

=1

=ds =25 -5

Fig 2.1.4.1 Distirubuciéon Gaussiana’
La desviacion estandar es cuantificada usando la siguiente férmula*:

- \/Z(x")— (&)

1

Donde:

> (x2) = la suma de los cuadrados de cada valor de X,
(>x)2 = la suma de todos los datos al cuadrado,

n = el nimero total de los datos en el conjunto

Los limites para la aceptabilidad de los datos son definidos usando la desviacion estandar
estadistica®.

El rango para el limite 1s es calculado como:

(Media) +/—- (1)(s)
El rango 2s (limite) es calculado como:

(Media) +/- (2) (s)
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El rango 3s (limite) es calculado como:
(Media) +/-(3) (s)

En el laboratorio clinico, estos rangos (limites) son usados para determinar la aceptabilidad
de una corrida de prueba solo basado en un solo dato, pero también de en grupos de datos.

La desviacion estandar también es valiosa para comparar métodos o evaluacién de nuevos
instrumentos. Un método o instrumento con una desviacion estandar baja produce
resultados consistentes. El laboratorio que usa un instrumento o método con desviaciones
estandar altas tendra menor certeza a cerca de la exactitud del diagnéstico o efectividad
del tratamiento debido a la variabilidad de la prueba. En otras palabras, las desviaciones
estandar altas (pobre precisién, gran variabilidad) pueden afectar la integridad de todos los
resultados. El método o instrumento seleccionado debe proporcionar una desviacion
estandar que sea aceptable médicamente.®

Coeficiente de Variacion

El coeficiente de variacién (CV) es una medida de variabilidad. EI CV de un método o
instrumento es expresado como porcentaje y es calculado como:

CV (%) = (Desviacion estandar (DE) + Media) * (100)

El CV es util para comparaciones de precision a diferentes concentraciones como los
materiales similares usados y los CV sean determinados bajo condiciones similares. Esta
estadistica es comunmente usada para comparar especificaciones del fabricante,
resultados de investigacién y reportes de Control de Calidad entre grupos analogos.
También puede usarse como una parte del sistema interno de calidad cuando se hace una
prueba de precision de muestra de paciente, que se presenta posteriormente.??

indice de Desviacion Estandar

Otra estadistica que puede ser de utilidad para evaluar el desempefio es el indice de la
desviacion estandar (SDI). Esta estadistica que puede ser usualmente obtenida por
participacion en un programa externo de Control de Calidad o un programa interlaboratorio,
se usa para comparar los resultados del laboratorio dentro de su grupo analogo. Permite al
laboratorio evaluar su desempefio cuando es comparado con un grupo andalogo. El SDI para
la media es calculado como sigue:

SDI = (media del laboratorio — media del grupo analogo) / DE del grupo analogo

El SDI objetivo es 0.0. Esto indica que el desempefio del laboratorio es idéntico al promedio
del grupo analogo. Los valores aceptables de SDI estan entre +/—1.0. Cualquier prueba/
método/ instrumento que tenga un SDI entre +/— 1.0 y 1.5 puede tener un problema y el
laboratorio debe investigarlo. El laboratorio debe solucionar el problema y corregir cualquier
prueba/método/ instrumento que tenga un SDI de +/-2.0 0 mayor. La importancia relativa a
la estadistica de SDI depende, sin embargo, en el tamafio del grupo analogo*
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Sesgo (error sistematico)

El error sistematico (ES), como su nombre indica, corresponde al error permanente y
presente en todos los resultados de una magnitud analitica. EI ES proviene de las
diferencias de un método analitico con el "método de referencia”, asi como de las
diferencias producidas en el sistema analitico del laboratorio (instrumento, reactivos,
calibradores, etc.) con respecto a otros laboratorios que utilizan el mismo método.

El ES se calcula mediante la diferencia entre el valor real de un material control, y el valor
obtenido en el laboratorio para dicho control. El valor real seria el obtenido al analizar el
material control utilizando materiales y métodos de referencia, y dado que dichos materiales
y métodos no se encuentran habitualmente en las instalaciones de los laboratorios clinicos,
se utilizara en su defecto el llamado valor diana que es la media aritmética del valor obtenido
por un grupo de laboratorios que utilizan el mismo método analitico.

El valor obtenido en el laboratorio se calcula mediante la media aritmética de un namero
suficiente de determinaciones del mismo material control (se recomiendan 20 o mas
valores). El error sistematico se calcula mediante la férmula:

ES = MMET = MINT

Doénde: MMET es la media aritmética de los datos de todos los participantes en un QC
externo que utilizan el mismo método que el laboratorio; y
MINT es la media aritmética interna del laboratorio obtenida para el mismo material control.®

%Sesgo
El %Sesgo es el sesgo expresado como un porcentaje de la variacién general del proceso.
12

Férmula

%Sesgo =100 * (|Sesgo promedio| / MMET)

2.1.5 Graficas de Levey-Jennings

Una gréfica o carta de Levey-Jennings (fig. 2.1.5.1), es un tipo de gréafico de control de
calidad en el cual los datos de control son presentados de manera tal que proveen una
indicacion visual rapida y precisa de que un determinado proceso se encuentra funcionando
de manera adecuada.
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Sobre el eje X del gréfico se consigna la fecha y la hora, 0 més habitualmente el nimero de
corrida analitica o medicion; y sobre el eje Y se consignan la media del valor del control, y
una serie de lineas a cada lado de la misma que indican los valores de uno, dos y a veces
tres desvios estandar para ese control. Este tipo de graficos permite ver de manera rapida
y sencilla cuan lejos del valor esperado se encuentra un resultado.

Control 1: Colesterol (mg/dL)
220

210

FaEpampEspespeapEaheame

200 JA‘_ jk

I Sd h( \*L

e
peLs :
-
9=
o i
i
e
--..._,_H

Valor de Control

180

1 23 4 58678 9000012131415 1617 18192021 22232428 26 27 I8 29 30

Dia o Nomero de medicidn del control

Fig 2.1.5.1 Gréfica de Levey-Jennings?

2.1.6 Reglas de Westgard

Los retos del desempefo consisten en varias reglas que definen limites especificos de
desempefio. Estas reglas son cominmente conocidas como las reglas de Westgard. Si
alguna de las reglas es violada, entonces la corrida analitica debe invalidarse y los
resultados de las pruebas no son aceptados.

Algunas son disefiadas para detector error aleatorio; otras detectan error sistematico que
puede indicar un sesgo en el sistema. Los laboratorios usan comdnmente seis reglas en
varias combinaciones.

Las combinaciones de reglas son seleccionadas por los laboratorios y se basan en el
namero de niveles de control corridos con cada corrida analitica. El objetivo general es
obtener una alta probabilidad de detectar el error y una baja frecuencia de falso rechazo de
las corridas. #

Las reglas de control de calidad pueden estar representadas por abreviaturas de la forma
AL, donde "A" representa el nimero de observaciones de control y "L" es un limite de control
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derivado de la estadistica. Por ejemplo, 135 se refiere a una regla de control en la que se
tomen medidas cuando el resultado de un control Unico esta mas alla de las tres
desviaciones estandar de la media. La regla 225 se refiere a una regla de control en la que
los resultados de dos muestras consecutivas de control en la misma corrida superan las
dos desviaciones estandar de la media en la misma direccién, o los resultados de las
muestras del control en dos de las corridas estan mas alla de dos desviaciones estandar
de la media en la misma direccion. Las reglas de rechazo 1ss ¥ 225 Se usan regularmente,
pero hay muchas otras mas que pueden usarse.®

Las reglas de control de calidad para los rangos pueden representarse en forma R, donde
"R" es la diferencia absoluta entre los resultados de dos de los controles en la misma corrida
y "L" es un limite derivado de la estadistica Gaussiana. Por ejemplo, Rss se refiere a una
regla de control donde se toman medidas cuando la diferencia entre las mediciones altas y
bajas es superior a cuatro veces la desviacion estandar. Las reglas de control de calidad
deben disefiarse para detectar errores tanto aleatorios como sistematicos. Por lo general,
el error aleatorio se detectara utilizando 1ss y Ras; mientras que el error sistematico sera
detectado por la regla 225 o0 procedimientos que presenten cuatro observaciones
consecutivas superiores a la media mas 1s o la media menos 1s, o de siete a doce
observaciones consecutivas en el mismo lado de la Media. Es posible detectar grandes
errores sistematicos por la 13s. *°

Las normas especificas seleccionadas deben basarse en las especificaciones de calidad
de la determinacién en particular, y esto claramente puede ser opuesto para diferentes
analitos y necesidades clinicas. *°

Los laboratorios que usan solo la regla 1,s en la evaluacion del control de calidad, Fig. 2.1.6,
se rechazaran frecuentemente las corridas que son validas.

1 og Esta es la “regla de advertencia.” +33
Si una medicion de control excede  +2s (p)
la media +/= 25, entonces el técnico s1s f.\ }. \12?/
debe considerar otros controles M ¥ -
en la corrida (“intra-ensayo”) -1s
y en corridas previas (“inter-ensayo”)  -ze
antes de aceptar la corrida y -3s

RUN 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10
reportar los resultados.

Fig 2.1.6.1 Regla 1,s*

De acuerdo con la regla Westgard, la falla en permitir puntos validos entre 2s y 3s resultara
en rechazo:

* 5% de todas las corridas analiticas cuando se usa un nivel de control;
* 10% de todas las corridas analiticas cuando se usan dos niveles de control; y

* 14% de todas las corridas analiticas cuando se usa tres niveles de control.
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Las seis reglas cominmente usadas son:

13s

208

Esta regla detecta el error aleatorio.
La violacidn de esta regla también
puede sefalar un error sistematico.
La corrida es considerada fuera

de control cuando un valor control
excede la media +/-3s. Esta regla
se aplica unicamente dentro

de la corrida.

Fig 2.1.6.2 Regla

Esta regla detecta el error
sisternatico. Debe aplicarse
dentro de las corridas inter
ensayo. Esta regla es violada
dentro de la corrida cuando dos
valores consecutivos del control
(o 2 de 3 valores control cuando
se corren 3 niveles) exceden

el "mismo” lirnite (media +2s)

o (media -2s). La regla es violada
entre las corridas cuando un valor
previo para un nivel particular
del control excede &l "mismo”
limite (media +2s) o (media -2s).

RUN 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10

49
1ss

RUN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(within)
Pt
el

o f N 227
N\ [ ~N

\Vi
[&]

RUN 1 2 3 4 5 6 7 &8 8 10

Fig 2.1.6.3 Regla 2,s*°

Esta es una regla “rango” y detecta
el error aleatorio. Esta regla es
aplicada solamente dentro de

la corrida. Esta regla es violada
cuando la diferencia de la
desviacion estandar entre dos
valores control consecutivos

(o 2 de 3 valores control cuando se
corren los 3 niveles) exceden 4s.

7

S
AN
/

>

i

RUM 1 2 3 4 5 & 7 8 8 10

Fig 2.1.6.4 Regla Rss*®
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445

10%

Esta regla detecta el error
sistermatico v se aplica tanto a los
controles de intra o inter ensayo.
Esta regla es violada en control
intra ensayo cuando los dltimos
cuatro valores control del mismo
nivel de control exceden el *mismo”
limite” (media +1s) o (media -1s).

La regla se viola en controles inter
ensayo cuando los Ultimos cuatro
valores control consecutivos para
diferentes niveles de control exceden
el *misma” limite (media +1s) o
(media =1s). Esta regla no requiere
rechazo de la corrida. Pero puede
ser un indicador para realizar el
mantenimiento del instrumento o
calibracion del instrumento/equipo.

A

N

S )

RUN 1

2 3 4 5 6 7 &8 8 10
{within)

oo

AN

L

NS

RUN 1

Fig 2.1.6.5 Regla 415*°

Esta regla detecta el error
sistematico y se aplica tanto a los
controles de intra e inter ensayo.
La regla es violada de controles
inter ensayo cuando los ditimos 10
valores consecutivos, sin importar
el nivel, estan en el mismo lado de
la media. La regla es violada con
los controles intra ensayo cuando
los 10 dltimos valores del mismo
nivel de control estan todos en el
mismao lado de la media. Esta regla
puede modificarse a @ réplicas
cuando se corren tres niveles de
control, u 8 réplicas cuando sa&
corren 4 niveles de control. Esta
regla no requiere de rechazo de la
corrida. Pero puede ser un indicador
para realizar el mantenimiento

del instrumento o calibracidn del
instrumento /fequipo.

+35
+25

2 3 4 5 B8 7 8 8 10
(across)

/10%

O AN PN

2

e Ly |=]

RUM 1

2 3 4 5 B8 7 8 9 10
(within)

S )

3—0

\Qﬂi
N

RUM 1

Fig 2.1.6.6 Regla 10x*°

2 3 4 5 68 7 B 9 10
(across)
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Si alguna de las reglas anteriores es violada (ver figura 5.4 a 5.8), el técnico debe revisar la
ejecucion de la prueba, consultando las guias de problemas, tal vez la realizacion del
mantenimiento, corregir los problemas identificados o los del protocolo, y notificar al
supervisor que toma las decisiones referentes al reporte de resultados y correr nuevamente
la prueba.

2.1.7 Especificaciones de calidad.

En la abundante bibliografia existente sobre la calidad en el laboratorio clinico hay una
cierta confusion en el uso de los términos requisito, especificacion y objetivo, por lo que es
conveniente aclarar los conceptos correspondientes. Segun la Organizacion Internacional
de Normalizacién (ISO) un requisito es una necesidad o expectativa establecida,
generalmente implicita u obligatorial®, mientras que, también segin la 1SO, una
especificaciéon es un documento que establece los requisitos con los que un producto o
servicio ha de estar conforme®. En cuanto al término objetivo la 1SO no da ninguna
definicion, ni existe ninguna definicion recomendada internacionalmente para este término,
por lo tanto, se puede aceptar la definiciobn de un diccionario general; asi, un objetivo (u
objeto) es un fin o intento al que se dirige 0 encamina una accién u operacion.

El establecimiento de objetivos sirve fundamentalmente para la mejora continua de la
calidad, mientras que el establecimiento de requisitos esta orientado a la autorizacion,
certificacion o acreditacién de la organizacién de que se trate, en nuestro caso del
laboratorio clinico. 1!

Unos de los requisitos mas importantes que se han de establecer en el laboratorio clinico
son los requisitos metrolégicos relacionados con la calidad de sus sistemas de medida,
puesto que de esa calidad depende, fundamentalmente, la calidad de los resultados que
suministra.

Esta claro que la imprecision y el error sistematico de los sistemas de medida pueden influir
sobre la interpretacion clinica de los resultados que producen; asi, por ejemplo, si un
sistema de medida genera errores sistematicos o aleatorios diferentes a los que generé
cuando se obtuvieron los valores de referencia biolégicos, al interpretar los resultados en el
proceso diagnéstico se producira un aumento de "falsos positivos" o "falsos negativos". Si
las mediciones se hacen para el seguimiento de una enfermedad, una variaciéon de la
imprecision o del error sistematico puede hacer que se tomen decisiones equivocadas
sobre la significacién de algunos cambios observados en los pacientes.

Estos hechos indican la necesidad de saber cudles han de ser los valores méaximos

tolerables para la imprecision y el error sistematico y establecerlos como requisitos
metrolégicos. 1!

De tal forma que los requisitos de calidad son especificaciones acerca de la tasa de error
gue puede ser permitida para un procedimiento de medida sin invalidar la utilidad clinica de
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resultados generados por el mismo. Se expresa como Error total aceptable expresado en
% (Eta%). 4

El ETa% puede emplearse para:

a) Planificacion del control estadistico interno de la calidad;
b) Seguimiento del desempefio del procedimiento de medida;
c) Evaluacién de cambios y toma de decisiones.

El requisito de calidad deberia ser un compromiso entre la VB (variabilidad biol6gica) del
analito y la metodologia disponible para su analisis, lo que se llama el EA o Estado Actual
de la Metodologia (EA).

La VB es la fluctuacion fisiologica de los constituyentes de los fluidos organicos alrededor
de su punto homeostatico. Es una buena base para obtener especificaciones de calidad
analitica que satisfagan las necesidades médicas en general. Con la VB se minimiza el
estandarizar la toma de las muestras.

El EA es la capacidad del proceso de medida de un analito con la tecnologia desarrollada
hasta el momento.

En el consenso de Estocolmo de 1999 se establecieron las especificaciones globales de la
calidad en el laboratorio clinico, las cuales se definieron segdn un modelo jerarquico, en
orden decreciente por el impacto en el uso clinico. 13

1. Evaluacién del desempefio de las prestaciones analiticas en situaciones clinicas
concretas.
2. Evaluacion del efecto de las prestaciones analiticas en decisiones clinicas generales:

* Variacion biolégica (Base datos Sociedad Espafiola de Quimica Clinica -SEQC).

* Analisis de opiniones de los clinicos.
3. Recomendaciones de grupos de expertos profesionales (ADA; CAP; NCEP).
4. Propuestas por ley (CLIA, RILIBAK) y/o programas de evaluacion externa de la calidad
(EMC).
5. Especificaciones basadas en el estado actual de la metodologia para cada prestacion
con los métodos actuales. Estos datos pueden ser extraidos de los Programa externos de
la calidad (PEECS); publicaciones actuales sobre metodologia (criterios estadisticos), o
descriptos por fabricantes de los sistemas analiticos. 3

En Milan en noviembre de 2014, se celebr6 una conferencia en la cual se amplio la
estrategia del Consenso de Estocolmo para definir especificaciones de la calidad, no solo
en la fase analitica sino al proceso global del laboratorio. En esta conferencia se redujeron
los cinco criterios de jerarquia a solo tres especificaciones concretas:

1. Opinion de expertos
2. Variacion Bioldgica
3. Estado actual de la metodologia

Como consecuencia de la Conferencia, se crearon cinco grupos de trabajo con objetivos
especificos a desarrollar. Uno de ellos es el TFG-BVD (Base de datos de Variacion
Bioldgica), que tiene como objetivo inicial revisar toda la bibliografia existente, que
actualmente conforma la base de datos de VB de la SEQC y las especificaciones de la
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calidad derivadas, aplicandole una herramienta de lectura critica que el propio grupo ha
desarrollado. El objetivo final es mejorar la base de datos de VB actual, evaluando la
fortaleza y consistencia de los datos incluidos, en base a la evidencia cientifica. 1213

Como se describié anteriormente VB es una de las especificaciones de calidad analitica.
La misma tiene en cuenta la VB intraindividuo e interindividuo. Este concepto ayuda a
entender y reconocer los cambios que ocurren en resultados de laboratorio en un sujeto a
lo largo del tiempo sin que existan modificaciones patolégicas y, en consecuencia, conocer
qué cambios son significativos, por ende, el Error total analitico debe ser menor que el Error
total aceptable (ETa) por VB.

Dentro del requisito de VB, existen minimo (VBm), deseable (VBd) y éptimo (VBo), la
féormula estd integrada por un componente de imprecision y otro de sesgo, segun
Fraser/Ricos 1997 (fig. 2.1.7.1) ¥/

ETa porVB

ETa < 1657 (F*CV,) + f*(CV,"+CVg)'"”?
( ) )

| |
Imprecision Sesgo
Donde f: 0.125 (optimo) CW1: CVintra individuo
0.25 (deseable) CVG: CV inter individuo
0.375 (minimao)
Donde f: 0.25 (optimo)
0.50 (deseable)
0.75 (minimao)

Fig 2.1.7.1 Calculo de error total por variabilidad biolégica *’

Los valores de VB se pueden encontrar en la tabla de la Dra. Ricos publicados en
www.westgard.com la cual ha sido actualizada en 2014. (Cuadro 2.1.7.2). Requisitos de
Calidad por Variabilidad Biologica Deseable extraidos de la base de datos de la Dra. Ricos
publicados en www.westgard.com?*®

Especificaciones de calidad publicadas:

Analito Error total permitido (TEa% ) | TEa Fuente

HGB +7% CLIA
PLT + 25% CLIA
RBC + 6% CLIA
WBC +15% CLIA
Identificacién Consenso del 90% o mas en la

. o ., CLIA
celular identificacion

CLIA representa a las regulaciones de los Estados Unidos
Cuadro 2.1.7.1 Especificaciones de calidad para hematologia de CLIA, Modificada de!®
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El otro criterio aceptable para establecer el requisito de calidad es tener en cuenta con qué
error ese analito puede ser medido con los métodos analitico-vigentes, es decir a través del
estado del arte o estado de la tecnologia. Asi, se puede estimar un RC a partir de un
conjunto de encuestas de evaluacion externa de la calidad, trabajando con estadistica
ponderada. Para determinar el ETa% hay que determinar el CVpp (fig. 2.1.7.2) del proceso
de medida a partir del conjunto de las evaluaciones externas de la calidad, siempre que el
namero de participantes sea representativo (> 10).

La media ponderada de los Cv,,,, (CVg) es el CVpp.

CVEl* Ngl+CWg2 * Ng2+"" ™" +CWgn * Ngn

CvVpp=
Ngl+Ng2+"" " +MNgn

CVg: CVgrupo parala encuesta evaluada
Mg: Miamero de participantes en dicha encuesta

Fig. 2.1.7.2 Célculo de CVpp ¥’

El CVpp se multiplica por el factor de cobertura 3 (tres) para obtener un nivel de confianza
del 99% y asi obtener el RC. ’

2.2 La Calidad en los Laboratorios Clinicos

Se estima que en México existen entre 10,000 y 12,000 laboratorios clinicos. Para abrir un
laboratorio basta con sélo presentar el aviso de funcionamiento dentro de los diez dias
posteriores al inicio de operaciones y cumplir con la Norma Oficial Mexicana NOM-007-
SSA3-2017, para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos, publicada
en el Diario Oficial de la Federacion.

Sin embargo, no existen datos fidedignos acerca de que la NOM-007-SSSA3-2017 se
cumpla en todos los laboratorios clinicos, la vigilancia de la aplicacion de esta norma,
corresponde a la Secretaria de Salud y a los gobiernos de las entidades federativas,
normalmente deberia de realizarse a través de la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), pero dicha dependencia carece del personal
suficiente y competente para realizar las visitas de verificacion; por esta razén desde hace
tiempo algunos Laboratorios Clinicos , buscando el reconocimiento y diferenciacion de otros
laboratorios ha decidido buscar la certificacion bajo la norma ISO 9001, en su momento la
acreditacion de la ISO 17025 y mas recientemente, la acreditacion bajo la ISO 15189:2012,
Laboratorios Clinicos — Requisitos particulares para la calidad y la competencia (Norma
Mexicana NMX-EC-15189-IMNC-2012).
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“En los casos en donde no sabemos con certeza el apego a normatividad, tampoco,
podemos asegurar el adecuado control de calidad de las pruebas que se ofrecen a los
pacientes. De todos los Laboratorios Clinicos que se calculan que existen en México, solo
138 cuentan con acreditacion por la ema bajo la Norma 1SO 15189”, esto dicho por el
Ing. Jesus Cabrera Gémez (director de la ema) en una entrevista al Heraldo de México.*?

En dicha entrevista, se confirma que la acreditacion es sinébnimo de confianza, ya que los
laboratorios acreditados deben de cumplir con diversos requisitos; entre ellos, el control de
calidad individualizado para cada prueba y analizador en donde se ejecuten.

Una herramienta valiosa y cada vez mas utilizada para dicho propésito es el modelo seis
sigma, el cual, mejora la eficiencia y eficacia de los procesos, disminuye los reprocesos, asi
como los resultados erréneos. Todo con base en el rendimiento especifico de los
analizadores y contemplando la intervencién de los analistas. De tal forma, que el paciente
cuente con resultados clinicamente Utiles y de la calidad que ellos esperan.®?

2.2.1 Modelo Seis Sigma

El modelo Seis Sigma constituye una estrategia global de gestion de la calidad cuyo
principal objetivo es el de eliminar la variabilidad de los procesos, de tal forma que el nimero
de defectos producidos se aproximen a un valor ideal de cero. Esta variacién constituye el
principal enemigo de la industria, ya que genera productos insatisfactorios, elevacion de los
costes de produccién y pérdidas de recursos materiales y humanos. La aplicacion de la
metodologia Seis Sigma permite subsanar al menos en parte las consecuencias de una
variabilidad excesiva, lo cual se traduce directamente en una mejora de la calidad del
servicio y de la eficiencia de este.

El Seis Sigma fue introducido por primera vez en el mundo de la industria por Motorola
durante la década de los 80. La implementacion del modelo supuso una importante mejora
para la empresa, con una disminucion de sus defectos en un 200%, reduccion de costes de
1,4 billones de délares e incrementos en su productividad del 126%, cuadruplicando en el
proceso el valor de sus acciones. Dado los excelentes resultados obtenidos, fue adoptado
a posteriori por un gran nimero de empresas de proyeccion mundial, tales como Sony,
NASA, Toshiba, Ford, Johnson & Johnson, Black & Decker y FeDex entre otras. 1°

En la actualidad, el modelo Seis Sigma esta siendo implementado en diferentes campos de
las ciencias de la salud, habiendo sido demostrados los multiples beneficios que del mismo
se derivan cuando es implementado en hospitales y laboratorios de analisis clinicos.

Fundamentalmente, existen dos niveles en los que el modelo puede ser aplicado:

» En primer lugar, Seis Sigma proporciona una Metodologia de Mejora global basada
en la Gestion de la Calidad Total, que permite resolver problemas, reducir defectos,
eliminar procedimientos inutiles, elevar el rendimiento y satisfacer las necesidades
del cliente.

» En segundo lugar, Seis Sigma constituye una Herramienta Estadistica muy
potente, la cual, en base a la cuantificacién de defectos por millon de oportunidades
(DPM o DPMO) permite evaluar de forma objetiva el rendimiento del laboratorio,
posibilitando ademas como valor afiadido la comparacion universal de diferentes
procesos con independencia de su naturaleza. *°
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2.2.2 El significado de Seis Sigma

El modelo Seis Sigma no sélo proporciona métodos de mejora de la calidad, sino que
ademas provee de herramientas estadisticas que permiten evaluar de forma objetiva el
rendimiento del laboratorio, disefiar esquemas para la gestion del control de calidad (QC) y
comparar diferentes procesos de forma universal.

De hecho, la denominacion Seis Sigma hace referencia precisamente a la capacidad que
tiene esta metodologia de estimar la variabilidad de un procedimiento. De esta forma, la
Sigma hace referencia al nUmero de desviaciones estandar (DE) que se incluyen dentro del
limite aceptable preestablecido para un proceso.

Asi, asumiendo que nuestros datos se distribuyen de forma paramétrica, y habiendo sido
definidos unos limites de aceptabilidad, también conocidos como limites de tolerancia,
requisito de calidad o especificacion de calidad, que un proceso posea una Sigma de 6
significa que su variabilidad debe “caber” 6 veces dentro de estos limites. A medida que la
variabilidad de un proceso aumenta, el nimero de Sigmas o DE que “caben” dentro de los
limites de tolerancia disminuye, tal y como se muestra de forma grafica en la Figura 2.2.2.1

Valor Verdadero

6o

Limites de Tolerancia
(Error Total Admisible)

y NO
il PO e et Aceptable Aceptable

-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 5o 60O

Distribucion Mormal

H+60
H+30

! f|J+10‘:

Fig 2.2.2.1 Grafica de Sigmometria®®

El nivel Sigma presenta una correlacion estadistica con el nimero de errores o defectos por
millén de oportunidades (DPM o DPMO) que definen la eficiencia del proceso. Se asume
que un valor Sigma de 6 (que de acuerdo con la ley de probabilidad normal equivale a 3,4
DPM) constituye el nivel 6ptimo (Word Class) al que todo procedimiento debe aspirar. Por
el contrario, una Sigma de 3 (equivalente a 66.807 DPM) representa el minimo de calidad
aceptable para todo proceso. El cuadro 2.2.2.1 profundiza sobre este concepto. Dado que
todo proceso cuenta por definicidn con un sesgo inherente, por convencién se asume que
el error sistematico (ES) del laboratorio es igual a 1,5 veces el error aleatorio (estimado
como coeficiente de variacion CV). 120

Pagina 23115



DPM (n) Eficiencia (%)
Nivel Sigma ES=0 ES=1.5CV (ES=1.5cv) Rendimiento
1 317,400 697,700 30.23 .
Insuficiente
2 45,400 308,637 69.12
3 2,700 66,807 93.33 Minimo
4 63 6,210 99.954 Medio
5 0.57 233 99.99994 Alto
6 0.002 3 99.9999966 Optimo

Cuadro 2.2.2.1 Defectos por millén de oportunidades?®

Tomando como ejemplo tedrico a un laboratorio en el que se labore seis dias a la semana
(cuadro 2.2.2.2), donde se cuente con un catalogo de 100 pruebas y se corran diariamente
tres controles por analito, incluyendo los del control interno y de la evaluacion externa;
donde se atiendan 200 pacientes diarios y se reporten 5 estudios por paciente, alcanzar un
nivel SIX SIGMA significaria encontrar un defecto:

 Por estudio, una vez al ano.
* Por control, cada 3 afios.
« Por paciente, cada 5 arios. %

DPM SIXSIGMA  SIX SIGMA
Defectos 100 Dia Semana Mes Afio 1,000,000 34 DPM 34 DPM
CIX Afios CIX Afios CIX Meses
Controles 3 300 1,800 7,200 86,400 16 34 408
Pacientes 1 200 1,200 4,600 57,600 174 2.1 61.3
Estudios ] 1,000 6,000 24000 288,000 35 1 12.3

Cuadro 2.2.2.2 Defectos por millén en estudios, controles y pacientes?!

2.2.3 El célculo de Seis Sigma

Existen dos alternativas para la obtencion del nivel Sigma de un proceso dado en el
laboratorio, dependiente en gran medida de la fase a la que dicho proceso pertenezca:

Opcién 1. Cuantificacion directa. En aquellos casos en los que los defectos puedan ser

cuantificados de forma directa, debemos en primer lugar referenciarlos como defectos por
millén. Cuadro 2.2.3.1
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| Sigma DPM Sigma DFM Sigma DPM
0,00 933.200 213 265.950 413 4350
013 915.450 2,25 226.600 4,25 3.000
0,25 894.400 2,38 190.800 4,38 2.050
0,38 869.700 2,50 158.700 4,50 1.300
0,50 841.300 2,63 130.300 463 900
0,63 809.200 2,75 105.600 475 600
0,75 773.400 2,88 84.550 4,88 400
0,88 734.050 3.00 66.600 5,00 230
1,00 691.500 3,13 52.100 5,13 180
1,13 645650 325 40.100 525 130
1,25 598.700 3,38 30.400 5,38 80
1,38 549.750 3,50 22,700 550 30
1,50 500.000 3.63 16.800 5,63 2335
1,63 450.250 3.75 12.200 5.75 16.7
1,75 401.300 3.88 8.800 5,88 10.05
1,88 354.350 4,00 6.200 6,00 34
2,00 308.500

Cuadro 2.2.3.1Defectos por milléon*®

Opcién 2. Ecuacion de Estimacion. La deteccién de un error durante la fase analitica no
puede realizarse de forma directa, debido a que el valor verdadero de una medida aislada
en un paciente es desconocido. Por ejemplo, si el resultado de una prueba de Glucosa es
de 123 mg/dL no es posible conocer previamente si la medida es correcta, pese a que ésta
se realice varias veces. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir del control de calidad
del laboratorio si nos permiten estimar por una parte el error aleatorio (imprecision obtenida
a partir de multiples repeticiones seriadas del material de control y cuantificada mediante la
DE y el CV) y por otra el error sisteméatico (sesgo obtenido mediante la comparacion de
nuestros resultados con el valor verdadero o en su defecto con el valor convencional
proporcionado por un método de referencia o programa de garantia de calidad externo).

De esta forma, el calculo del nivel Sigma se realiza en funcién de una ecuacién de
estimacién basada en la medida de la variabilidad de los procesos:

Sigma = (ET admisible — Sesgo observado) / CV observado
Notese que la ecuacion de estimacion requiere no soélo el conocimiento de la variabilidad

propia del laboratorio, sino que es fundamental su relacion con unos limites de aceptacion
basados en el Error Total admisible (ETa) fig. 2.2.3
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Valor | | Media

Verdadero <5a'TEo)

= Error Total ff N\
admisible /

=+ Error Total
admisible

0 10 20 30 40 50 60

Fig 2.2.3 Error total y sigma®®

2.2.4 Utilidad de Seis Sigma en la seleccién de reglas de control de calidad,
graficos de funcion de poder.

Un procedimiento de Control de la Calidad es un detector de errores analiticos que hace
sonar una alarma cuando algo le ocurre al procedimiento de medida o “método”. Se supone
gue la alarma detecta situaciones de desempenfio inestable del método con un 100% de
certeza (o probabilidad de 1,00), e idealmente, no deberia generar falsas alarmas (chance
de 0% o probabilidad de 0,00) cuando el desempefio es estable y el método esta
funcionando correctamente. Intuitivamente, sabemos que la posibilidad de detectar un
problema analitico depende del tamafio del error que esta ocurriendo, el nimero de
controles usados para verificar el desempefio del método, y la sensibilidad de las reglas
estadisticas de control que se estan aplicando. Queremos una alta posibilidad o
probabilidad de detectar errores clinicamente importantes, pero no queremos ser
interrumpidos por falsas alarmas cuando el método esta funcionando bien.*®

Los términos que describen el desempefio de cualquier detector son la frecuencia de
alarmas verdaderas y la frecuencia de falsas alarmas; para procedimientos de Control de
la Calidad, estas caracteristicas se denominan probabilidad de deteccién de error y
probabilidad de falso rechazo, respectivamente.

* Probabilidad de detecciéon de error, Ped, es la probabilidad de rechazar una corrida
analitica cuando ocurre un error aparte de la imprecision estable del procedimiento de
medida. Idealmente la Ped deberia ser 1.00, lo que significa que habria una chance del
100% de detectar un error. Un disefio objetivo practico es una Ped de 0.90, lo que significa
gue habria un 90% de chances de detectar un problema analitico.

* Probabilidad de falso rechazo, Pfr, es la probabilidad de rechazar una corrida analitica
cuando no hay error, excepto, la imprecision estable del procedimiento de medida.
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Idealmente la Pfr deberia ser 0.00 para proporcionar una chance de falso rechazo de 0%.
En la practica, un disefio objetivo practico es una Pfr de 0.05 o menos, lo que significa que
habria una chance del 5% o menos de rechazar falsamente una corrida analitica. La
imprecision estable de la medicidn es la variacion aleatoria observada cuando la misma
muestra de paciente o material de control se analiza repetidamente, como en un
experimento de replicacibn que es parte de los estudios de evaluacién inicial de
desempenio.

*Graficos de Funcion de Poder. Este grafico muestra la probabilidad de rechazo en el eje
“y” versus el tamafio del error en el eje “x”. Su nombre viene del concepto estadistico de
poder que se refiere a la probabilidad de detectar un cambio, en este caso, un error que
ocurre con el procedimiento de medida. Fig. 2.2.4

Graficos de Funcidén de Poder (SE) Diferemtes
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Fig 2.2.4 Gréfico de funcién de poder?

El eje “y” tiene una escala de 0.00 a 1.00. Una probabilidad de 1.00 corresponde a una
posibilidad de rechazo del 100%, y una probabilidad de 0.00 a una posibilidad. El eje “y”
tiene una escala de 0.00 a 1.00. Una probabilidad de 1.00 corresponde a una posibilidad
de rechazo del 100%, y una probabilidad de 0.00 a una posibilidad de rechazo del 0%. El
tamafio de los errores analiticos se muestra en el eje “x”. Este ejemplo es para
desplazamientos sistematicos, o cambios en la exactitud de un método, que se extiende de
0.0 a 4.0 veces el tamafio del desvio estandar del método (s). Un gréfico similar también se
puede usar para describir la deteccion de errores aleatorios, o incrementos en la imprecision

de un procedimiento de medida. ?

Cada linea, o curva de poder, describe la probabilidad de rechazo para una cierta
combinacién de regla(s) de control y nimero de medidas del control (N), segun se identifica
en la llamada del costado derecho del gréfico. La probabilidad de falso rechazo para un
procedimiento de Control de la Calidad se lee en la intercepcién de la curva de poder con
el eje “y”. La deteccion de error depende del tamario del error que esta ocurriendo. 2

Lamentablemente, a medida que los limites de control se amplian y se reducen las falsas

alarmas, la deteccion de error también se reduce. Las reglas que son mas sensibles para
detectar error sistematico son la 2z, 2 de 325, 31s, 415, 6x Y 8y; las reglas més sensibles al
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error aleatorio son la 1ss, 1 25, Y Ras. LOS procedimientos de regla nica como 1ss, Y 1 255 Y
Ns de 2 a 4, con frecuencia son suficientemente sensibles para verificar el desempefio del
procedimiento de medida en los sistemas automatizados actuales de alta precision. Los
procedimientos de reglas multiples usando las reglas 1ss, 225 0 2 de 32, Ras, 315 0 415 y las
reglas 6x 0 8x pueden ser necesarios para las generaciones “anteriores” de instrumentos y

procedimientos de medida manuales®.

Los gréficos de funcién de poder, que describen la probabilidad de rechazo en funcién del
error sistematico del método en estudio, brindan mas informacién cuantitativa sobre las
caracteristicas de rechazo de los procedimientos de Control de la Calidad.®

2.2.5 ¢Como se relaciona la métrica sigma con el control de la calidad?

Una herramienta para la seleccién del Control de la Calidad a través de la métrica Sigma
se puede construir a partir de curvas de poder disponible para los procedimientos de Control
de la Calidad de uso mas frecuente. Este grafico muestra la probabilidad de rechazo en el
eje “y” versus la métrica Sigma en el eje “x” (escala superior) o el error sistematico
médicamente importante en el eje “X” (escala inferior), seguiin se muestra en la Figura 2.2.52
Se grafica la probabilidad de rechazo en el eje “y” en funcién del error sistematico critico en
el eje “x” (escala de abajo) o en funcién de la métrica sigma del procedimiento de medida
(escala superior). Las lineas verticales representan procedimientos de medida con un

desemperiio sigma de 3, 4,y 5.
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Fig 2.2.5 Gréfico herramienta sigma?
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Las referencias a la derecha identifican los procedimientos de control de la calidad. Las
curvas en el gréfico, de arriba hacia abajo concuerdan con las referencias de la derecha de
arriba hacia abajo. Pfr, probabilidad de falso rechazo; N, nimero total de mediciones de
controles; R, cantidad de corridas analiticas a las que se les aplicara el procedimiento de
control de la calidad.

2.2.6 Evaluacion del rendimiento mediante graficos de decision de método y
comparacion universal de procesos.

El rendimiento de los diferentes procesos puede ser ilustrado graficamente mediante el
empleo de los Gréficos de Decision de Método (Method Decision chart). La construccion de
este tipo de graficas queda resumida en la Figura 2.2.6.1

Basicamente, los elementos que la componen son los siguientes:

0 Eje de Ordenadas: Se representa el Sesgo Admisible (% Sesgo),
correspondiéndose el punto maximo con el 100% del ETa.

[J Eje de Abcisas: Se representa la Imprecision admisible (% CV), correspondiéndose
el punto maximo con el 50% del ETa.

Method Decision Chart ETa = 100% Pde = 90%

—

e
e —

0-100% de ETa

0-50% de ETa

e ey r

¥ (Sesgo admisible) maximo= 100 | [
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60 -
X (Imprecision Admisible) maximo= ETa/fSigma
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|”I
|
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Imprecision Admisible (% CV)

Fig. 2.2.6.1 Gréficos de decision de métodos?®
Dado que los diferentes procesos del laboratorio poseen especificaciones propias, este tipo
de gréficas suelen normalizarse, de tal forma que se asume un ETa=100%. (fig 2.2.6.1)

[0 Sigmas: Las diferentes regiones que indican el valor Sigma quedan delimitadas por
lineas trazadas de la siguiente manera:
[J Eje de Ordenadas: Sesgo maximo admisible del 100% del ETa.
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Eje de Abcisas: Imprecision maxima admisible se corresponde con el ETa/Sigma.
Asi por ejemplo, la linea que delimita la region del 6 Sigma corta en el 100% de
ordenadas y en 100/6=16,6% de abcisas.

Rendimiento del método: Se representa sobre la gréfica en funcion los errores
propios del laboratorio (imprecision y sesgo) del laboratorio.

El punto obtenido quedara incluido en alguna de las regiones Sigma, a saber (ver fig
2.2.6.2):

v

ANANENENEN

6 Sigma: Word Class.
5 Sigma: Excelente.
4 Sigma: Bueno.

3 Sigma: Marginal.

2 Sigma: Pobre.

1 Sigma: Inaceptable.

Allowable inaccuracy (%Bias
ha L e
L] = ]

=
L=

=
a

Do 1.0 20 3.0
Allowable imprecision [%CW)

Fig 2.2.6.2 Punto operativo®
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Grafice de decisien de métede nermalizado
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Fig 2.2.6.3 Grafico de decisién de método normalizado®®

Una de las principales ventajas de utilizar la métrica Sigma en la evaluacion del rendimiento
es que permite comparar de forma universal entre diferentes procesos, con independencia
de su naturaleza. De esta forma, por ejemplo, es posible comparar el rendimiento de
determinaciones procesadas bajo diferentes métodos, instrumentos, personal, protocolos
etc. (fig. 2.2.6.3). Es mas, Seis Sigma permite comparar entre diferentes analitos, como
pueden ser el colesterol y la glucosa, o incluso comparar procesos sin absolutamente nada
en comun, como la seguridad del sistema de navegacién aeronautico con el nimero de
muestras mal etiguetadas procedentes de la UVI.

Este proceso adhiere a la guia 1ISO 1518923, que proporciona “Requisitos particulares para
la calidad y competencia” para laboratorios clinicos, incluyendo lineamientos particulares
para el Control de la Calidad, como se muestra a continuacion:

*» Seccién 5.5 sobre “procedimientos de control” incluye la afirmacién: “las especificaciones
de desempefio usadas en un control se deberan relacionar con el uso previsto para ese
procedimiento”. “Uso previsto” implica que se deberia definir el requisito de la calidad para
el ensayo.

» Seccidn 5.6 sobre “aseguramiento de la calidad de los procedimientos analiticos” afirma
que “El laboratorio debera disefiar sistemas de control interno de la calidad que verifiquen
el alcance de la calidad prevista para los resultados” (fig. 2.2.6.4). Aqui otra vez se hace
referencia a la calidad requerida para el procedimiento de medida y se sugiere que el
procedimiento de Control de la Calidad debe “verificar el siguiente logro”: “resultados con la
calidad prevista”. 2
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SELECCIONAR LAS REGLAS DE QC, APLICAR EL
M, DURACION DE LA SERIE sQC
"r ADECUADO
DIRECTORES Y/O SELECCIONAR LOS MATERIALES DE CONTROL
ESPECIALISTASEN ,‘
CALIDAD DETERMIMAR LAMEDIA, DE
CALCULAR LIMITES, PREPARAR GRAFICO DE CONTROL
' APLICAR EL SQC
AMALIZAR LOS COMTROLES EN CADA SERIE CORRECTAMENTE
TODOS LOS INTERPRETAR LOS RESULTADOS DE LOS CONTROLES
ANALISTAS QUE ‘.r
REALIZAN LAS ADOPTAR LA ACCION ADECUADA
PRUEBAS '
DOCUMEMNTAR RESULTADOS/ACCIONES

Fig. 2.2.6.4 Planificacién del control de calidad interno®
SQC: control estadistico de la calidad, QC: control de calidad, N: nGmero de controles

2.3 1S0O 151 89:2012 NMX-EC-15189-IMNC-2015

En el ambito de laboratorio clinico, a partir de 1995, un grupo internacional de expertos en
laboratorio clinico, denominado Comité Técnico TC/212; comienza a desarrollar la Norma
15189, la cual enfatiza la relevancia médica del laboratorio clinico, al que, como se puede
observar desde su titulo original en inglés, literalmente ahora se denomina Laboratorio
Médico.

“Medical laboratories. Particular requirements for quality and competence”
Laboratorios clinicos. Requisitos particulares para la calidad y la competencia.

Se define al laboratorio clinico publico o privado como: "laboratorios para el examen
biol6égico, microbiolégico, inmunoldgico, quimico, inmunohematolégico, hematolégico,
biofisico, citolégico, patoldgico, genético u otros examenes de materiales derivados del
cuerpo humano con el propésito de proporcionar informacion para el diagnéstico, la
prevencion y el tratamiento de la enfermedad o la evaluacién de la salud de los seres
humanos, los cuales pueden proporcionar un servicio de consultoria cubriendo todos los
aspectos de un laboratorio de investigacion, incluyendo la interpretacion de resultados y el
consejo para investigaciones apropiadas posteriores”.

Desde el punto de vista sanitario es una organizacion dedicada a suministrar informacion,
basada en la determinacién in vitro de las propiedades biol6gicas de los pacientes, cuya
funcion es ayudar a los médicos clinicos en la prevencion, el diagnéstico, el prondstico, el
tratamiento, el seguimiento y el mejor conocimiento de las enfermedades. Desde el punto
de vista empresarial es una organizacion suministradora de productos sanitarios.

Esta Norma considera que el laboratorio clinico no solo realiza ensayos sino provee
informacion médica basada en la interpretacion analitica de resultados. Asi mismo,
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menciona que se debe tener calidad en las mediciones, ademas calidad en el servicio global
del laboratorio clinico que se brinda al paciente y al médico. Igualmente, considera las
necesidades especificas del entorno médico, como tiempos de respuesta rapidos y
servicios de urgencias, asi mismo, se concentra en las necesidades del paciente y la
contribucién del laboratorio clinico a la atencion de este, sin subestimar la exactitud de las
mediciones. La Norma 1SO 15189, utiliza el lenguaje comun usado en el ambito médico 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 informacion en el laboratorio
clinico (SIL).

Se definieron las disciplinas que se acreditan conforme al alcance del laboratorio bajo esta
Norma, las cuales incluyen: Microbiologia (Bacteriologia y Micologia), Parasitologia,
Virologia, Quimica clinica, Uroanalisis, Hematologia y Coagulacion, Inmunologia e
Inmunoquimica, Biologia Molecular, Citopatologia, Anatomia patoldgica, Toxicologia,
Citometria de flujo, Laboratorio de Medicina Transfusional-Banco de Sangre,
Histocompatibilidad y Genética, asi como pruebas descentralizadas (POCT-Point of care
testing). También se definen los criterios que deberan seguirse para llevar a cabo la
evaluacion.

En septiembre de 2007, derivado de la necesidad de contar con un érgano colegiado
especifico para las decisiones de acreditacion de los laboratorios bajo la Norma ISO 15189,
se instal6é el Subcomité de Evaluacion de Laboratorios Clinicos con la participacion de los
diversos sectores como son: técnicos calificados, la entidad de acreditacién, sector
productor, sector prestador, sector usuario, sector consumidor, dependencias, sector
educativo, de investigaciéon y colegios de profesionales.

Se desarroll6 también una politica de trazabilidad y de estimacién de incertidumbre
especifica para laboratorios clinicos, que incluyera la definicion de los materiales de
referencia que nos garantizan la trazabilidad adecuada en las mediciones del &mbito clinico
con base a la Norma ISO 17511. Para esa tarea se forma el Grupo de Trabajo en
Trazabilidad a principios del 2006, en el cual se invitaron a las diferentes compafias de
diagndéstico in vitro nacionales e internacionales con base en México para que participaran
activamente en el desarrollo de la politica al respecto. %

2.3.1 Guia para la verificacion de métodos cuantitativos de la ema.

Con el propésito de desarrollar criterios técnicos para uno de los componentes en la
evaluacioén de la trazabilidad e incertidumbre de las mediciones en este tipo de laboratorios,
la entidad mexicana de acreditacion, a. c., solicité al Centro Nacional de Metrologia su
participacion en la elaboracion de la “Guia para la validacién y la verificacion de los
procedimientos de examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico”. Este trabajo
ha sido realizado con el financiamiento del Fondo de Apoyo para la Micro, Pequefa y
Mediana Empresa (FONDO PYME), auspiciado por la Secretaria de Economia mediante el
proyecto aprobado con folio FP2007-1605 de nombre “Elaboracién de Guias Técnicas
sobre Trazabilidad e Incertidumbre para la medicion que permitan el fortalecimiento del
Sistema Nacional de Acreditacion de Laboratorios de ensayo y calibracién”, EI Subcomité
de evaluacion de Laboratorios Clinicos participé en la elaboracion de la Guia y su
participacion esta orientada a transmitir sus conocimientos y experiencias técnicas en la
puesta en practica de las Politicas de Trazabilidad y de Incertidumbre establecidas por ema,
mediante el consenso de sus grupos técnicos de apoyo. 2
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La incorporacion de estos conocimientos y experiencias a las Guias, las constituyen en
Referencias técnicas para usarse en la evaluacion de la competencia técnica de los
laboratorios clinicos.

En este trabajo, el CENAM se ocupa, entre otras actividades, de proponer criterios técnicos
sobre la materia, validar los documentos producidos, procurar que todas las opiniones
pertinentes sean apropiadamente consideradas y asegurar la consistencia de la Guia con
los documentos de referencia indicados al final de este documento. La elaboracion de esta
Guia estd vinculada con la responsabilidad que comparten los laboratorios clinicos
acreditados de ofrecer servicios con validez técnica, en el marco de la evaluacion de la
conformidad, tomando en cuenta que la informacion que transmiten a los médicos es
fundamental para permitirles brindar servicios con la calidad y confiabilidad que requieren
los pacientes.

La calidad de estos servicios se apoya en la confiabilidad y uniformidad de las mediciones,
cuyo fundamento esta establecido en la trazabilidad y en la evaluacion de la incertidumbre
de estas. Esta Guia es una referencia técnica en la que se encontrara un apoyo para el
aseguramiento de las mediciones los que realizan la practica rutinaria de los servicios
acreditados de medicién, asi como los que evalian la competencia técnica de los
laboratorios.

La Guia para la validacioén y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico, no reemplaza a los documentos de referencia en que
se fundamentan las politicas de trazabilidad e incertidumbre de ema. La Guia aporta
criterios técnicos que serviran de apoyo a la aplicacién de la norma NMX-EC-15189-IMNC
vigente. La consistencia de la Guia con esta norma y con los demas documentos de
referencia, permitira lograr el proposito de asegurar la confiabilidad y validez técnica de los
resultados emitidos por los laboratorios clinicos. 242°

Tiene como propdésito:

“Establecer las directrices para llevar a cabo la validacién y la verificacion de los
procedimientos de examen cuantitativos que se realizan en el laboratorio clinico, los cuales
pueden estar basados en métodos:

1. Publicados en libros emitidos por alguna autoridad en la materia (por ejemplo: ICH, ILAC,
ISO, IUPAC, NCCLS, IFCC), métodos establecidos o autorizados por organismos
cientificos nacionales o internacionales (ejemplo: NOM-199-SSA1- 2000), publicados en
articulos o revistas especializadas, métodos revisados por pares o publicados en directrices
internacionales, regionales o nacionales, asi como los métodos de examen especificados
por el fabricante del equipo, todos éstos con informacion previa de validacion.

2. Mencionados anteriormente, que sean empleados fuera de su alcance previsto o
ampliaciones y modificaciones a los mismos.

3. Desarrollados o disefiados por el propio laboratorio.

Los mencionados en el punto 1, deben como parte de su implementacion por el laboratorio
clinico, ser verificados en su desempefio contra las especificaciones de la validacion para
confirmar su desempefio analitico cuando se aplica bajo las condiciones operativas del
propio laboratorio y determinar que es adecuado para el propdsito.

Los mencionados en los puntos 2 y 3 deben ser adecuadamente validados, documentados
y autorizados antes de su uso, por el laboratorio clinico con el propésito de confirmar su
desempefio analitico y para determinar su adecuacion para el uso deseado.”
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Esta guia la deben aplicar los laboratorios clinicos que se encuentren en alguna etapa del
proceso de acreditacion ante la ema, a todos los procedimientos de examen cuantitativos
del alcance de la acreditacion, aun cuando dichos procedimientos ya estén implementados
previamente en el laboratorio, asi como, cada vez que se cambie, modifique o se
implemente un método de examen. 2°

2.3.2 Validacién de los procedimientos de examen

La realizacién de las actividades de validacion y verificacion de los procedimientos de
examen utilizados por el propio laboratorio, contemplan la satisfacciéon de las necesidades
metroldgicas requeridas por el médico para un adecuado tratamiento del paciente. Un
laboratorio clinico acreditado o en proceso de acreditacion debe demostrar que tiene
competencia técnica para realizar las actividades de validacién y verificacion de los
procedimientos de examen cuantitativo establecidos en su alcance de acreditacion. La
validacién comprueba la aptitud de los procedimientos de examen y refleja las condiciones
reales de la aplicacién de estos.

El laboratorio debe verificar que puede aplicar correctamente los métodos ya validados por
el fabricante, previo a su uso en los examenes, bajo sus condiciones propias de operacién
(equipo, calibradores, analistas, etc.) generando evidencias objetivas, para confirmar su
aplicacion correcta.

La validacion y/o verificacion de un procedimiento de examen depende de los cambios
realizados, por lo que debe repetirse cuando existan cambios mayores. Se consideran
cambios mayores, el cambio de equipo y mantenimiento mayor de equipo, entre otros. Se
consideran cambios menores, la modificacién del tamafio de muestra, cambio de analista y
sustitucion de reactivos, entre otros.

Esta informacién debe incluir los siguientes parametros:
* Linealidad (intervalo analitico)

* Precision

* Veracidad

* Limite de deteccién

* Selectividad

* Sensibilidad analitica

* Intervalo de trabajo

* Especificidad analitica

* Incertidumbre

Se debe realizar la validacion completa del método y presentar las evidencias
correspondientes, incluyendo el procedimiento que utilizé para realizarla.

Como minimo se debera cubrir los siguientes parametros para los métodos cuantitativos:
* Linealidad (intervalo analitico)

* Precision

* Veracidad

* Incertidumbre

En los parametros anteriores se debera establecer un criterio de aceptacion para determinar
si la prueba cumple o no con las especificaciones. 24
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2.4 La citometria hematicay su interpretacion.

El término citometria hematica (citos= células, metros= medida, haema= sangre) es el que
mejor describe al estudio de laboratorio que informa sobre él nimero y las caracteristicas
de las células de la sangre; también conocido como hemograma, cuadro hemaético,
biometria hematica o recuento de células sanguineas, junto con la glicemia y el uroanalisis;
es una de las pruebas mas solicitadas al laboratorio clinico y uno de los estudios que mayor
informacién aporta al médico sobre la homeostasis de un individuo.

Desafortunadamente, es subutilizada, ya que muchos médicos se limitan solo a valorar la
concentracion de hemoglobina, cuenta de leucocitos, el numero de bandas vy
ocasionalmente las plaquetas.

A través del tiempo, la citometria hematica ha sido objeto de multiples modificaciones en
cuanto a los parametros que lo componen, la forma de obtener los grados de precisién y de
veracidad y la manera de interpretarlo. Se compone principalmente de 3 grandes grupos:
serie roja, serie blanca y serie trombocitica.?’?®

2.4.1 Serie roja.

Hemoglobina y definicién de anemia: La hemoglobina (Hb) se mide en gramos por
decilitro (g/dL) y representa la cantidad de esta proteina por unidad de volumen. Este
parametro debe ser el Unico utilizado para definir si hay o no anemia, es decir, solo si los
valores de hemoglobina son inferiores a los valores de referencia, puede asegurarse que
existe anemia. Estos valores son variables y dependen de la edad, sexo, altura con respecto
al nivel del mar, tabaquismo, embarazo, actividad fisica, entre otros.

Hematocrito: El hematocrito (Hto) se mide en porcentaje (%) y representa la proporcién de
eritrocitos en el total de la sangre. Los valores de referencia también dependen de la edad,
sexo, altura con respecto al nivel del mar, etc.

Numero de eritrocitos: El nimero de eritrocitos (GR) se mide en millones de células por
microlitros (x10° cél/mcL), sus valores de referencia estan determinados por las mismas
fuentes anteriores.

Volumen globular medio (VGM): se mide en femtolitros (fL), es el primero de tres indices
eritrocitarios. Su valor permite clasificar las anemias en microciticas, normociticas o
macrociticas. Mas del 80% de los casos de anemia en México estan dados por anemias
microciticas, y la mas frecuente es la anemia ferropénica, seguida por las talasemias. Los
valores de VGM son habitualmente mas bajos en casos de talasemias que en la deficiencia
de hierro, ademas que la grafica de distribucion de tamafio para GR, es mas dispersa en
anemia ferropénica que en las talasemias. Las anemias con valores altos de VGM,
macrociticas, pueden deberse a eritropoyesis acelerada, eritropoyesis megaloblastica,
mielodisplasias, anemia aplésica, etc. En los equipos automatizados se determina de
manera directa, pero cuando se calcula se debe emplear la férmula:

VGM = (Hto X 10) / GR

Hemoglobina corpuscular media (HCM): se expresa en picogramos (pg) y representa la
cantidad promedio de hemoglobina en cada eritrocito. En los citometros de flujo se calcula
dividiendo la Hb entre GR y multiplicando por 10. Es el segundo indice eritrocitario, y por
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calcularse a partir de las mediciones directas, resulta muy confiable. De acuerdo al valor de
este es posible clasificar las anemias como: hipocromica o normocrémica.

Concentracién media de hemoglobina globular (CMHC): el tercer indice medido como
porcentaje (%), se determina multiplicando la Hb por 100 y divididos entre Hto. Debido a
gue el Hto es una medicién calculada partir de GR y VGM, este indice eritrocitario resulta
menos confiable.

Coeficiente de variacion de VGM (CV-VGM o RDW): se mide en (%) y solo en los equipos
automatizados que hacen (histogramas de distribucion de frecuencias) curvas de
distribucion de tamafio (VGM) de los GR, donde grafica en las abscisas el VGM medido en
femtolitros y en las ordenadas la frecuencia relativa de volimenes, expresada como (%). ?’

2.4.2 Serie blanca.

Los datos que proporciona la citometria hematica con respecto a los leucocitos son: nimero
de glébulos blancos, cuenta diferencial y alteraciones morfol6gicas.

Numero de leucocitos o gldébulos blancos (GB): se mide en miles de células por
microlitro (10° cél/mcL). El nimero de GB depende de muchos factores como son: edad,
peso, sexo, tabaquismo, consumo de hormonas anticonceptivas, etc. (ver cuadro 2.4.2.1y
2.4.2.2).%

Localizadas: neumonia, meningitis, abscesos,
amigdalitis, apendicitis.

Infecciones agudas
Generalizadas: fiebre, reumatica aguda,
septicemia, cdllera, endocarditis infecciosa.

Metabdlicas: uremia, acidosis, toxemia gravidica,
Intoxicaciones gota aguda

Otras: envenenamiento por quimicos o venenos.

Hemorragia aguada

Hemodlisis aguda

Padecimientos mieloproliferativos o
linfoproliferativos

Leucemias agudas

Policitemia vera

Leucemias crénicas
Mielofibrosis/metaplasia mieloide agnogénica

Otros
Infarto del miocardio

Necrosis tumorales
Necrosis tisular Quemaduras

Gangrena

Necrosis bacteriana

Ejercicio

Tension emocional

Condiciones fisiolégicas
Trabajo de parto

Menstruacion
Cuadro 2.4.2.1 Causas de leucocitosis?’
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Bacterianas

Virales

Infecciones X X
Rickettsias

Parasitos

Sulfonamidas

Antibidticos
Medicamentos Analgésicos

Mielosupresores
Radiacione ionizantes
Anemia perniciosa

Leucemia aguda
Enfermedades hematolégicas Aplasia medular

Hiperesplenismo
Enfermedad de Gaucher

Caguexia

Lupus eritematoso

Enfermedades crénicas
Artritis reumatodie

Insuficiencia renal
Cuadro 2.4.2.2 Causas de leucopenia?’

Cuenta diferencial de leucocitos: normalmente, en sangre periférica pueden encontrarse los
siguientes tipos de leucocitos: neutréfilos o polimorfonucleares (incluye bandas vy
metamielocitos), eosindfilos, basdfilos, linfocitos y monocitos.

La cuenta porcentual de leucocitos considera 100 células y las cifras absolutas a la totalidad
de los leucocitos. A mayor tamafio de muestra, hay mayor precisioén en los resultados. Por
lo tanto, para evitar que los resultados expresados en valores porcentuales o relativos
induzcan a conclusiones errobneas en su interpretacion, se debe calcular los valores
absolutos, mediante la cuenta total de leucocitos (Cuadro 2.4.2.3).%"

Alteraciones cuantitativas de los leucocitos:

Infecciones

Quemaduras

Intervencion quirdrgica,

Estrés

Neutrofilia (y aparicion en sangre periférica | Farmacos (corticoides, betaestimulantes,

de formas jévenes: bandas y catecolaminas, factores de crecimiento
metamielocitos) hematopoyético)

Hemorragia aguda

Sindromes mieloporliferativos
Enfermedades autoinmunitarias (fase aguda)
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Neutropenia (dismunicion del recuento
absoluto de neutréfilos < 1.5 x 109/1);
Leve: 1-1.5x 1091,

Moderada: 0.5 - 1 x 109/,

Grave: <0.5x 109/l

Secundaria
Infecciones
Medicamentos
Inmunitaria
Déficits nutricionales
Infiltracién de la médula 6sea
Hiperesplenismo

Alteraciones intrinsecas de las células mieloides
Congénita severa (Kostman)
Ciclica
Asociada a enfermedades metabdlicas
Asociada a inmunodeficiencias primarias
Sindromes de insuficiencia medular

Linfocitosis

Infecciones virales

Sindromes mononucleésidos

Leucemias y sindromes linfoproliferativos
Infecciones bacterianas subagudas/cronicas
(tuberculosis, brucelosis)

Otras infecciones (tos ferina, rickettsiosis)

Linfopenia

Congénita
Inmunodeficiencias
Adquirida
Sida y otros sindromes de inmunodeficiencia
Medicamentos
Radiacion
Infecciones (tifoidea, tuberculosis miliar)

Eosinofilia

Enfemedades alergicas (asma, urticaria, reaccion a
drogas, edema angionaeeurotico)

Infecciones parasitarias (toxocariasis, triquinosis y
ascaridiasis)

Muy poco frecuente: oxiuros
Vasculitis (Wegener, Churg-Strauss)
Sindromes linfoproliferativos

Sindromes eosinofilicos (grastroenteritis eosindfilia,
neumonia eosindfilica)

Basofilia

Leucemia mieloide crénica
Mastocitosis

Monocitosis

Sindromes mononucledsidos
Infecciones virales
Sindromes mieloporliferativos
Sindromes mielodisplasicos

Infecciones bacterianas subagudas/crénicas
(tuberculosis, brucelosis)

Enfermedades inflamatorias cronicas

Cuadro 2.4.2.3 Alteraciones cuantitativas de los leucocitos %°
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2.4.3 Serie trombdtica.

En la citometria hematica, los datos que se informan para esta serie: nUmero de plaguetas
e histograma de distribucién de los volimenes plaquetarios.

Namero de plaquetas (PLT): se miden en miles de células por microlitro (x10° cél/mcL),
las causas de trombocitopenia son, pUrpura autoinmunitaria, leucemia aguda, anemia
aplasica, mieloptisis, anemia perniciosa, hiperesplenismo, entre otras. Entre las causas de
trombosis: padecimientos malignos, sindromes mieloproloferativos, padecimientos
autoinmunitarios, anemia por deficiencia de hierro, infecciones agudas, etc.

Volumen plaquetario medio (VPM): se mide en femtolitros (ft) y es inversamente
proporcional a la cuenta plaquetaria. Teniendo en cuenta el VPM y la cuenta plaquetaria,
se pueden clasificar cinco categorias de trastornos plaquetarios: a) PLT disminuidos con
VPM alto: trombocitopenia autoinmunitaria, toxemia gravidica, sindrome de Bernard
Soulier; b) PLT disminuida con VPM bajo: anemia aplasica, anemia megaloblastica,
tratamiento con quimioterapia, hiperesplenismo, Sindrome de Wiskott-Aldrich; ¢) PLT
normal con VPM aumentado: talasemia, mielofibrosis, mielodisplasia; d) PLT alta con VPM
normal; trombocitosis reactiva, e) PLT alta con VPM alto: leucemia mieloide cronica,
esplenectomia. 2’

En el anexo 1 se muestran los componentes de los que estd conformada la citometria
hematica en el laboratorio privado, asi como los valores de referencia para cada analito. Se
entiende que consideramos valores patologicos bajos o altos fuera de estos rangos, por
ejemplo: leucocitosis o leucopenia.

2.5 CELL-DYN RUBY

El sistema CELL-DYN Ruby utiliza las técnicas de citometria de flujo para analizar las
poblaciones RBC/PLT, WBC y NOC. La citometria de flujo se puede definir como un
proceso, en el cual las células u otras particulas bioldgicas se alinean en una fila Unica por
medio de una corriente de liquidos para atravesar un rayo de luz. Uno o varios sensores
determinan, en funcion de la pérdida o del esparcimiento luminico, las caracteristicas fisicas
0 guimicas de las células o particulas.

La citometria de flujo permite examinar rapidamente un gran numero de células y
proporciona un andlisis cuantitativo de las células, que son medidas de una en una. Los
componentes basicos de un citdbmetro de flujo comprenden:

Un colector y transportador de las muestras

Un sistema de flujo para enfocar el flujo de muestra

Una fuente luminosa y un conjunto éptico para el enfoque (fig. 2.5)
Colectores de luz, detectores de sefiales y polarizadores
Recogida y almacenamiento de los datos

Visualizacién y analisis de los datos®°
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1 Detectores del
esparcimiento
luminico ortogonal
(90° y 90°D)

2 Tubo del laser

3 Detectores de la luz
(0° y 10°) en dngulo de
avance

4 (Celda de flujo dptica

5 Cubierta del laser

Fig. 2.5 Conjunto 6ptico®°

2.5.1 Deteccion del sistema Optico

El conjunto 6ptico (fig. 2.5.1) contiene los componentes que conforman el citbmetro de
flujo. Se ilustra en la figura anterior. El objetivo fundamental del conjunto éptico es detectar
el esparcimiento luminico por las células a su paso por la celda de flujo.

La fuente de luz es un rayo laser de helio-nedn polarizado verticalmente a 10 mW con una
longitud de onda de 632,8 nm. El rayo atraviesa una lente cilindrica que cambia la forma de
circular a eliptica. Luego, el rayo es dirigido a través de una ranura de 125 um, que obtura
los bordes externos mas débiles. Este proceso genera un rayo intenso uniforme, con una
anchura de aproximadamente 80 um, el cual permite que el flujo celular quede expuesto a
la misma intensidad luminosa, aunque la posicién oscile en la celda de flujo. Una lente
centra el haz de laser enfocado sobre la celda de flujo de cuarzo. La jeringa de transferencia
inyecta diferentes diluciones de muestra sobre la corriente del reactivo envolvente en la
celda de flujo 6ptica (fig. 5.22). Luego, se procede al enfoque hidrodinamico de la muestra,
formando una pequefa corriente de aproximadamente 30 um de diametro. Esta corriente
enfocada alinea las células diluidas en una sola hilera, a su paso a través del rayo luminoso;
de este modo, se puede analizar cada célula, una por una, en el area de deteccion.

Como el didmetro medio de las células es mas pequefio que el rayo laser enfocado, las
células no esparcen demasiado la luz laser. Si se permitiera que la denominada luz axial
residual llegara a los detectores 0° y 10° (de avance), saturaria el conjunto electrénico. Por
este motivo, una barra de oscurecimiento bloquea los angulos 0° — 1° de la luz no esparcida.
Los angulos de avance se dirigen hacia un espejo perforado. El esparcimiento (scatter) de
la luz a 0° (1° — 3°) pasa a través del espejo hasta el detector de fotodiodos de silicio a 0°.
El esparcimiento de la luz a 10° (7° — 10° o angulo estrecho) se desvia del espejo al detector
de fotodiodos de silicio a 10°.°
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Tobera de inyeccion
de la muesira

2 Comiente del reactivo
envolvente

3 Comente de la
muestra

4 Rayo laser enfocado

5 ﬁ\ngulos diferentes de
luz esparcida

Fig. 2.5.1 Celda de flujo 6ptica®

El esparcimiento ortogonal pasa a través de una ranura de 700 um, que bloquea el
esparcimiento de las paredes de la celda de flujo. El esparcimiento ortogonal de la luz se
separa en dos porciones. Una porcién de la luz se dirige al tubo fotomultiplicador (PMT) de
90°. La luz restante se dirige a través de un polarizador horizontal. Cuando la luz cambia
su polarizacién (despolarizada) puede atravesar el polarizador para llegar al tubo
fotomultiplicador de 90°D. (Se usan fotomultiplicadores porque sé6lo una pequefia cantidad
de luz se esparce a este angulo.)

Las sefiales luminosas recogidas en cada detector son convertidas en sefiales o impulsos
eléctricos. Estos impulsos se digitalizan, segun su intensidad, y se dividen en 256 canales
para cada angulo de luz medido. Si el impulso es mayor que el umbral del hardware en los
detectores 0° y 10°, el contador celular cuenta dicho impulso y lo almacena para su
evaluacién posterior. No se incluyen en el recuento los impulsos inferiores a este umbral.
La informacion de cada detector es recogida en forma de lista. Este formato almacena la
informacion del canal para cada una de las cuatro dimensiones. Los resultados obtenidos
se utilizan para determinar la férmula leucocitaria y los recuentos RBC, PLT y NOC. *°

2.5.2 Celda de flujo 6ptica

En el citbmetro de flujo, la suspension celular es bombeada desde la camara de mezcla, a
través de un conducto de muestra, hasta una camara de flujo especial con una pequefia
abertura en su extremo. Seguidamente, se inyecta la suspension sobre una corriente de
liquido en movimiento rapido y exento de células (reactivo envolvente). Como los dos
liquidos viajan a una velocidad diferente, no se mezclan entre si. Esta geometria especial
de la célula de flujo y la velocidad de flujo del reactivo envolvente obliga a que las células
se dispongan en una sola hilera. Este proceso se denomina enfoque hidrodinamico.
(Véase la imagen anterior)

A medida que las células penetran en el volumen de visualizacion (area de visualizacion

especifica), se produce la interaccion con el rayo laser. Las distintas células esparcen la luz
laser con angulos diferentes, que suministran informacion sobre el tamafio de la célula, la
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estructura interna, la granularidad y la morfologia de superficie. Las sefiales oépticas,
generadas por las células, son detectadas y convertidas en impulsos eléctricos que, a su
vez, se almacenan y analizan en el ordenador (Fig. 2.5.2.1). %

1 Rayo laser enfocado

2 Esparcimiento
(scatter) a 0°

3 Esparcimiento
(scatter) a 10°

4 Esparcimiento
(scatter) a 90°

5 Esparcimiento
(scatter) a 50°D

Fig. 2.5.2.1 Esparcimiento luminico por los leucocitos.*

En general, los citbmetros de flujo miden dos angulos de esparcimiento (scatter). El
esparcimiento luminico en el angulo de avance es una medida del tamafio celular. El
esparcimiento luminico ortogonal (angulo lateral) representa una medida de la
superficie celular y de la estructura interna, pero sobre todo de la granularidad interna. Si
se combina la informacion procedente de estas dos mediciones de esparcimiento, se
obtiene una discriminacion mas exacta entre las poblaciones celulares que cuando se
practica una medicion aislada.

La luz dispersa se mide en varios angulos: la dispersion frontal de la luz 0° se utiliza para
determinar el tamafio celular, la dispersion ortogonal de 90° para determinar la lobularidad
celular la dispersion de la luz en angulo estrecho, de 10° se correlaciona con la complejidad
celular, y la dispersién de la luz despolarizada de 90 (90°D) para evaluar la granularidad
celular. La dispersion ortogonal de la luz es hendida, con una porcién dirigida a un TFM de
90° y la otra dirigida a través de un polarizador a un TFM 90°D. La luz que cambié la
polarizacién (despolarizada) es la Unica que puede detectarse por el TFM 90°D (fig 2.5.2.1).

Esta tecnologia se denomina MAPSS (fig. 2.5.2.2), que significa separacién mediante
esparcimiento (scatter) luminico polarizado en multiples angulos. Para clasificar las
subpoblaciones leucocitarias y obtener las alertas morfologicas se pueden combinar estas
cuatro mediciones de forma diversa para diferenciar y cuantificar las cinco subpoblaciones
leucocitarias principales: neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y baséfilos. *°
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Fig. 2.5.2.2 Tecnologia de MAPSS *°

Se observa cudles son los cuatro detectores utilizados por el instrumento para captar las
caracteristicas de cada célula individual presente en la alicuota de la muestra analizada.

Las células son esferizadas por el reactivo envolvente a fin de garantizar que el patrén de
desviacion de la luz sea homogéneo y no tenga variaciones debidas a la orientacién con
gue la célula pasa a través del haz de luz laser.

El instrumento Cell Dyn aplica un algoritmo de varios pasos para lograr la clasificacion de
las células blancas en una diferencial de cinco partes con alertas poblacionales. En el primer
paso, se recolectan los valores de intensidad para cada una de las 10,000 células incluidas
en la diferencial y se almacenan en una tabla como se muestra a continuacion:

Con los datos generados las subpoblaciones leucocitarias, se obtienen los principales
escategramas de la serie blanca, y se identifican a su vez mediante colores (fig. 2.5.2.3
2.5.2.5)%:

Neutréfilos — Amarillo
Linfocitos — Azul
Monocitos — Violeta
Eosindfilos — Verde
Basdfilos — Blanco
Células no blancas - Rosa
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GRANLRTY/LOBULARITY La informacion
sobre la granularidad (esparcimiento 90°D)
se representa en el eje Y y sobre la
lobularidad en el eje X (esparcimiento 90°).

Granularidad despolarizada - 90°

Lobularidad -90°

Fig. 2.5.2.3 Gréfica de granularidad/lobularidad *°

LOBULARITY/COMPLEXITY La informacion
sobre la lobularidad (esparcimiento 90°) se
representa en el eje Y y sobre la complejidad
en el eje X (esparcimiento 10°).

Lobularidad - 90°

Complejidad -10°

Fig. 2.5.2.4 Gréfica de lobularidad/complejidad *°

SIZE/COMPLEXITY La informacion sobre el
tamafio (esparcimiento 0°) se representa en
el eje Y y sobre la complejidad
(esparcimiento 10°) se representa en el eje
X.

Tamano-0”

Complejidad -10°
Fig. 2.5.2.5 Gréfica de tamafio/complejidad *°
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En conjunto, con los datos
complejidad/tamario.

anteriores se

forma el escategrama (fig. 2.5.2.6) de

Tamano 0°

Complejidad 10°

Fig. 2.5.2.6 Escategrama complejidad vs tamario °

NOTA: Los basdfilos se visualizan como puntos blancos, pero aparecen como puntos
negros en la impresioén a color (fig. 2.5.2.7y 2.5.2.8). %

Granulocitos Neutrofilos.

: Bandeados
inmaduros

Blastos

. Basofilos,

Variantes
linfoideas

Fig. 2.5.2.7 Escategrama principal del instrumento *°
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Neutréfile
Monoblasto Mieloblasto Mielocito Metamielocito bandeado

Pl Sospecha de
@l bandeados

R
Neutréfilo
segmentado

Linfoblasto

Monocito

®

——

Basofilos e
Eosindfilo

Linfocito

Basdfilo

10" escater

Eritroblasto
policromatéfilo
Fig. 2.5.2.8 Ubicacion relativa de cada poblacion celular en el
escategrama principal del instrumento *

2.5.3 Caracteristicas de desempefio de Cell Dyn Ruby.
A. Especificaciones de funcionamiento

Rendimiento maximo (modo cerrado)
CBC (hemograma completo): 84 muestras/hora

Rendimiento maximo (modo abierto)
CBC (hemograma completo): 76 muestras/hora

Tiempos de ciclo completo

Arranque automatico (desde En espera) 7-13 minutos
Procesamiento, Modo abierto (CBC) < 52 segundos
Procesamiento, Muestreador (CBC) < 45 segundos

Volumen de aspiracién nominal
Modo cerrado: < 230 pl
Modo abierto: < 150 pl

Anticoagulantes recomendados

Todas las caracteristicas de funcionamiento (del analizador) se generaron utilizando
muestras recogidas con anticoagulante K:EDTA. Los resultados pueden verse afectados
por el uso de otros anticoagulantes.*°
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B. Caracteristicas de desempefio del equipo

1. Lectura de fondo:
Las concentraciones de lectura de fondo representan componentes aparentemente
relacionados con la muestra que provienen de los reactivos sin sangre y/o del "ruido"
electronico (Cuadro 2.5.3.1). Las concentraciones de la lectura de fondo se utilizan para
comprobar el rendimiento base del sistema, cuando no se esta aspirando una muestra real.
En la siguiente tabla se detallan los limites de la concentracion de lectura de fondo

aceptables para utilizar el instrumento.*°

Pardmetro Limites de concentracion de la
lectura de fondo
Leucocitos (WOC y NOC) =0.10 x 10°/pl
Eritrocitos =002x ‘IDﬁful
Hemoglobina = 0.10 g/l
Plaquetas <500 x 10°/l
Reticulocitos = Recuentos

Cuadro 2.5.3.1 Limites de concentracion de la lectura de fondo 2°

2. Arrastre.

La contaminacion por arrastre se define como una cantidad minima de analito arrastrada
por el sistema de una muestra de reaccién a la siguiente, afectando asi las cantidades
aparentes en las muestras subsiguientes (Cuadro 2.5.3.2). Se expresa ya sea como un
porcentaje o un efecto absoluto de una muestra en los analisis posteriores. Para los
instrumentos de hematologia, la contaminacién por arrastre causa generalmente una
desviacion por incremento en los resultados de las muestras subsiguientes. El arrastre se
calcula y expresa como porcentaje mediante la férmula siguiente®°:

Valor esperado bajo, - Valor esperado bajo, ) 100

% Arrastre = (
Valor esperado altog - Valor esperado bajoy

Parametro % Arrastre
Leucocitos
(WOC y NOC) =1%
Eritrocitos £1.2%
Hemoglobina =1%
Plaguetas =1.7%

Cuadro 2.5.3.2 Valores maximos de % de arrastre 3°
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3. Reproducibilidad

La imprecision es la desviacidén estandar (D.E.) o el coeficiente de variacion (%CV) de los
resultados analiticos en un conjunto de replicados (Cuadro 2.5.3.3). Las muestras de
sangre recién recogidas, utilizadas para verificar las especificaciones de imprecision, deben
tener valores medios comprendidos en el intervalo analizado en la tabla siguiente y no
deben provocar la visualizacién de ninguna alarma de parametro sospechoso para los
parametros que se estan estudiando®.

Limites de confianza superiores
Parametra Intervalos analizados Intervalo %CV 95% 97.50% 99%
observado
Leucocitos (WOC) 44-95X% lﬂafp_l 1.2-2.7 2.4 2.3 2.7
Leucocitos (NOC) 44-94K 103;"p| 1.2-31 2.8 3 3.3
Eritrocitos 4.52-5.72X 105/l 0.6-18 1.8 13 21
Hemoglobina 13.4-16.9 g/dl 0.3-1.8 1.4 1.5 1.7
Plaguetas 168 - 371 X 10°/l 1.7-3.9 3.8 4 4.3

A Los resultados se expresan en las unidedes tradicionales de EE UL Estos intervalos no representan intervalos de referencia
aplicables globalmente sino que corresponden a adultos normales ambulatorios del estudio de validacion. Cada laboratono
debe establecer sus propios intervalos de referencia

B WYalores de imprecision minimo y maximo observados en 39 analisis de imprecision a partir de n=31 replicados.

C Cada columna representa la imprecision maxima esperada (%CV) para este conjunto de datos. Los valores de frecuencia
que aparecen al final de cada columna representan con qué frecuencia se espera un %CY superior por razones de estadistica
tnicamente

D Se esperan valores superiores que otros medidos debido al bajo nimero de reticulocitos, monocitos, eosinofilos v basofilos
en sangre normmal. Se¢ usa este formato de tabla para simplificar las comparaciones de los %CY obtenidos para todas las
determinaciones en un anahizador que se esta evaluando,

Cuadro 2.5.3.3 Valores de imprecisibn maxima permitida para
Cell Dyn Ruby (modificada de*°)

Pagina 49115



4. Intervalo de determinacion analitica
Intervalo en el cual el sistema proporciona resultados con exactitud suficiente (Cuadro

2.5.3.4):

Intervalo de
) Intervalo o )
Parametro i ) determinacion Unidades
Visualizado .
analitica
Leucocitos 0.00 - 246 0.02 - 246.8 X 1|:F;’H|
Eritrocitos 0.00 - 7.50 0.00 - 7.50 X 1|:|.5jf|_1|
Hemoglobina 0.00 - 25.0 0.0-25.0 g/dl
Plaguetas 0.00 - 3,000 (.00 - 3,000 % 1|:FJIH|

Cuadro 2.5.3.4 Intervalo de determinacion analitica °

C. Seleccion de las especificaciones de calidad a utilizar en Cell Dyn Ruby (Cuadro

2.5.3.5):

Analito permilfirorlgr t(o{fgla%) TEa Fuente
Hemoglobina + 7% CLIA
Plaguetas + 25% CLIA
Eritrocitos + 6% CLIA
Leucocitos + 15% CLIA

Cuadro 2.5.3.5 Especificaciones de calidad utilizadas para este trabajo *°
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Generar resultados con la “calidad adecuada” para los clientes, es un proceso complicado
y no ocurre por casualidad. Se necesita de actividades bien planificadas y gestionadas para
lograr la calidad deseada.

Esta planificacibn comienza con la definicion de las especificaciones de calidad, que
deberian tener en cuenta los requisitos regulatorios y de acreditacion y las aplicaciones
clinicas previstas. Aqui es donde se deben abordar el “uso previsto” de ISO, asi como los
“criterios para un desempefo aceptable” de las especificaciones de calidad.

Debemos evaluar mensualmente o por lote, el error aleatorio (CV) y el sistematico (Sesgo)
del procedimiento de medida, para luego juzgar criticamente la aceptabilidad del
procedimiento de medida de acuerdo con el uso previsto, o alternativamente, juzgar si el
desempefio es 0 no consistente con las especificaciones del fabricante.

Deberiamos enfocarnos en el disefio de un procedimiento de control estadistico de la
calidad, y de la herramienta Sigma para la seleccién del control de la calidad.

El objetivo es seleccionar las reglas de control y el nUmero correctos de mediciones del
control y especificar la frecuencia de controles, en base al rendimiento de la prueba, es
decir, individualizando el disefio del control estadistico de la calidad de acuerdo con la
calidad requerida para la prueba, la precision y el sesgo observados para el procedimiento
de medida. La frecuencia de andlisis de los controles depende de muchos factores que
afectan la estabilidad del proceso de prueba y su susceptibilidad a problemas, asi como
también del costo-beneficio de las operaciones del laboratorio.

Sin embargo, en algunos laboratorios todavia hay procedimientos claros sobre cémo
manejar los materiales de control, no hay especificaciones de calidad seleccionadas que
representen un reto para las tecnologias empleadas, media y DE mal asignadas en las
gréficas de control, falta de evaluacion del desempefio, e incluso; la falta de registros.

Por lo tanto, en el area de Hematologia de un laboratorio privado se plantea la necesidad
de establecer un procedimiento para la planificacion del control de calidad interno
estadistico, a partir de la verificacion de métodos cuantitativos (Hemoglobina, Eritrocitos,
Leucocitos y Plaquetas); y a través del calculo Sigma y ESC. Con la finalidad de disminuir
el consumo de controles, mejorar el error aleatorio (CV) y el sistematico (Sesgo), asi como
establecer las reglas de control que le aplican a cada analito por nivel de control.
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4. HIPOTESIS
“Se considera que, en el area de hematologia de un laboratorio privado: al realizar
la verificacion de métodos cuantitativos, establecer una guia para el CCl del area e
implementacion del modelo Seis Sigma en la evaluacién del CCl para el equipo Cell
Dyn Ruby; se reducira el reproceso y consumo de controles, se mejorardn CV y

sesgo mensual’.

5. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

» Verificar las pruebas cuantitativas en el equipo Cell Dyn Ruby (leucocitos, eritrocitos,
hemoglobina, plaquetas), en el area de hematologia de acuerdo con “guia de
verificacion de métodos cuantitativos de la ema”.

» Implementar el modelo Seis Sigma para la evaluacion del CClI en el equipo Cell Dyn
Ruby.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Generar el procedimiento para realizar los concentrados sanguineos para la
linealidad de las pruebas cuantitativas a verificar (leucocitos, eritrocitos,
hemoglobina, plaguetas).

2. Realizar las pruebas de linealidad, precision, veracidad, e incertidumbre de los
ensayos en estudio (leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, plaquetas)

3. Determinar el valor de Sigma y error sistematico critico para las pruebas en estudio
(leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, plaquetas)

4. Seleccionar las reglas de control y numero de corridas apropiadas para los ensayos
en cuestion (leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, plaquetas)

5. Establecer una “Guia para el CCl en el area de hematologia,”.
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Preparacion del equipo automatizado:

- Encender el equipo Cell Dyn Ruby desde el boton principal de encendido.

- Unavez que el equipo termine con su protocolo de inicio, revisar/llenar los reactivos
a bordo y revisar/vaciar el contenedor de desecho.

- Realizar un cebado y verificar si las mangueras de los contenedores de reactivos
presentan burbujas.

- Si asi fuera, repetir el cebado y golpear suavemente la manguera para forzar la
salida de las burbujas.

- Ejecutar el mantenimiento diario y/o semanal como se indica en manual de usuario
para Cell Dyn Ruby. Registrarlo en la bitacora de mantenimientos del equipo por
parte de los usuarios.

- Caorrer backgraund en modo abierto y cerrado, verificar que se encuentre dentro del
rango esperado.

- Atemperar los controles CD 26 Plus por 30 min a temperatura ambiente.

- Homogenizar rotando los tubos entre las palmas de la mano por 10 veces e invertir
los tubos, hasta a completar 8 ciclos.

- Los tubos de control se procesan en modo abierto: primero el nivel bajo, nivel normal
y nivel alto.

- Se lee el CB con el lector externo, el tubo se destapa y se inserta en la aguja de
aspiracién de modo abierto,

- El tubo se retira cuando suena una alarma y baja el mecanismo de
enjuague/protector de la aguja de modo abierto.

- Cambiar el equipo a modo cerrado, pulsando la opcién en la pantalla del analizador.

- Colocar los controles en una gradilla para ejecutar su proceso en modo cerrado.

- Verificar que los controles no violen las reglas: 1-3s, 2 de 3-2s, R4s, 3-1s, 6x.

- En caso de violar alguna de las reglas de control, homogenizar nuevamente le
control o controles a corregir y volver a procesar en el modo (abierto/cerrado) en
donde se presentara la falla.

- Reprocesar

- Sino corrige, verificar: reactivos, limpieza del equipo, conteo de fondo, ISD (contra
grupo par del lote en uso).

- Realizar las medidas correctivas necesarias y reprocesar.

- Si el control corrige, el equipo queda listo para su uso.

- En caso contrario, contactar al asesor del equipo.
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7.1 Preparacion de las muestras para linealidad:

Cuadro 7.1.1 Muestra para linealidad de plaquetas

1. Utilizar al menos 20 muestras ya liberadas del proceso de la jornada diaria.

2. Seleccionar las que tienen mayor volumen de muestra y del mismo grupo sanguineo

3. Homogenizar las muestras por tres minutos en mezclador mecanico.

4. Tomar la mitad del volumen de la muestra con una pipeta pasteur desechable, en un tubo
de polipropileno de 16x100 mm. Descartar la pipeta.

5. Agregar al tubo de polipropileno el resto de las muestras, hasta 1 cm de su capacidad.

6. Continuar con este procedimiento hasta a completar 20 a 30 muestras, utilizar los tubos de
polipropileno necesarios.

7. Tapar los tubos con papel parafilm y mezclar, centrifugar por 10 min a 1,000rpm.

8. Separar el plasma rico en plaquetas en tubos de poliporpileno nuevos, tapar con papel
parafilm, mezclar y centrifugar 10 min a 3,500rpm.

9. Conservar 1 tubo de paquete celular, y descartar el resto.

10. Una vez centrifugados, conservar el sedimento de los tubos (concentrado de plaguetas) y
aproximadamente 1 mL de plasma, descartar el resto.

11. Resuspender el paquete celular con el plasma remanente, y concentrar todos en un solo
tubo. Tapar con papel parafilm y mezclar.

12. Procesar en el equipo en modo abierto, la concentracion esperada debera ser mayor a
2,250x10% plaguetas/uL y no mayor a 3,000x10° plaquetas/pL.

13. Si es necesario, centrifugar nuevamente muestras para concentrar o agregar solucién
salina estéril para diluir.

14. Una vez alcanzada la concentracién mencionada y con un volumen mayor a 5mL, la
muestra esta lista para su uso en la verificacion de "Linealidad" para plaguetas.

15. Si fuera necesario, utilizar mas muestras para llegar a la concentraciéon y volumen
necesarios.

Cuadro 7.1.2 Muestra para linealidad de eritrocitos y hemoglobina

1. Durante la preparacion del concentrado plaquetario se conservo un tubo de concentrado
celular en el punto 9, este se utilizara a partir de este momento.

2. Tapar con papel parafilm y mezclar por 3 min en mezclador mecénico.

3. Procesar en el equipo en modo abierto, la concentracion esperada para eritrocitos debera ser
mayor a 6.0 x 10° eritrocitos/ pcl y no mayor a 7.5 x 10° eritrocitos/ pcl.
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4. La concentracién esperada para hemoglobina debera ser mayor a 19 g/dL y no mayor a 25
g/dL.

5. Si es necesario, centrifugar nuevamente muestras para concentrar o agregar solucion salina
estéril para diluir.

6. Una vez alcanzada la concentraciobn mencionada y con un volumen mayor a 5mL, la
muestra esta lista para su uso en la verificacion de "Linealidad" para eritrocitos y hemoglobina

7. Si fuera necesario, utilizar mas muestras para llegar a la concentracion y volumen
necesarios.

Cuadro 7.1.3 Muestra para linealidad de leucocitos

1. Utilizar TODAS las muestras ya liberadas del proceso de la jornada diaria.

2. Homogenizar las muestras por tres minutos en mezclador mecanico.

3. Centrifugar las muestras por 10 min a 3,500rpm.

4. Destapar y con una pipeta Pasteur tomar la capa de leucocitos, transferirla a un tubo de
polipropileno de 16x100 mm

5. Transferirla a un tubo de polipropileno de 16x100 mm, evitar el plasma y paquete celular
rojo.

6. Todas las muestras deberan concentrarse en los tubos de polipropileno necesarios,
descartar plasma y paquete celular.

7. Una vez llenos hasta 1 cm de su capacidad, tapar con papel parafilm, mezclar y centrifugar
nuevamente 10min a 3,500rpm.

8. Conservar la capa de células blancas de cada tubo en un tubo nuevo, descartar plasmay
paquete celular.

9. Concentrar todos los concentrados en un solo tubo, si fuera necesario lavar los tubos con
solucidn salina para desprender los leucocitos adheridos.

10. Mezclar y procesar en el equipo en modo abierto, la concentracion esperada debera ser
mayor a 190x10°2 leucocitos/ UL y no mayor a 250x10° leucocitos/ L.

11. Concentrar todas las muestras en un solo tubo

12. Si es necesario, centrifugar nuevamente muestras para concentrar o agregar solucion
salina estéril para diluir.

13. Una vez alcanzada la concentracion mencionada y con un volumen mayor a 5mL, la
muestra esta lista para su uso en la verificacion de "Linealidad" para leucocitos.

14. Este concentrado leucocitario debe utilizarse el mismo dia que se prepara.
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De acuerdo con “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico”, se realiza el siguiente protocolo:

7.2 Linealidad

Atemperar el material de linealidad por 30min a temperatura ambiente
Homogenizar el tubo en el mezclador mecénico por 3 minutos.

3. Procesar en modo abierto por triplicado, registrar los resultados en la hoja de
célculo para linealidad.

4. La concentracién promedio de estas lecturas se tomara como la esperada; a partir
de ella se calcularan las concentraciones teéricas para las diluciones de la curva
de linealidad.

5. Realizar las diluciones como sigue:

Cuadro 7.2.1 Diluciones para leucocitos
Tubo | Diluciéon | Concentrado (uL) | Diluent Sheat (uL)
1 SIN DIUIR 1000 0
2 1:2 500 500
3 1:4 250 750
4 1.8 125 875
5 1:100 10 990
7 1:500 2 998

Cuadro 7.2.2 Diluciones para Eritrocitos y Hemoglobina
Tubo | Dilucion | Concentrado (uL) | DiluentSheat (pL)
1 SIN DIUIR 1000 0
2 1:2 500 500
3 1:4 250 750
4 1:8 125 875
5 1:10 100 900
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Cuadro 7.2.3 Diluciones para Plagquetas
Tubo | Dilucion | Concentrado (uL) | DiluentSheat (uL)

1 SIN DILUIR 1000 0

2 1:2 500 500
3 1:4 250 750
4 1:8 125 875
5 1:20 50 950
6 1:100 10 990

6. Se deberd limpiar la parte externa de la punta desechable con una gasa antes de
depositar la muestra en el tubo de la dilucion.

7. Enjuagar la punta 10 veces en diluyente del tubo para recuperar las células que se
guedan en las paredes de esta, sin formar burbujas o espuma.

Tapar con papel parafilm.
Homogenizar por 3 minutos en el mezclador mecénico

10. Procesar en modo abierto por triplicado, los resultados se registraran en la hoja de
calculo “Linealidad”, inmediatamente después de que el equipo los emite.

11. La hoja de célculo ya tiene integradas las férmulas para calcular el error total de
cada medicién, coeficiente de variaciéon, sesgo y realizara la grafica de linealidad
con la pendiente de la curva.

12. Si en alguna de ellas se supera el valor del error total de las tablas de VB, la dilucion
debera repetirse y volver a procesarse.

13. Imprimir los resultados

14. Para leucocitos:

- El resultado de CV debera ser menor a 2.4%;

- El coeficiente de correlaciobn mayor a 0.99;

- El error total debera ser menor a 14.6%.

15. Para eritrocitos:

- Elresultado de CV debera ser menor a 1.8 %j;

- El coeficiente de correlacién mayor a 0.99;

- El error total debera ser menor a 4.4%
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16. Para hemoglobina:

- El resultado de CV debera ser menor a 1.4%;

- El coeficiente de correlacién mayor a 0.99;

- El error total debera ser menor a 4.1 %

17. Para plaquetas:

- El resultado de CV debera ser menor a 3.8 %;

- El coeficiente de correlacién mayor a 0.99;

- El error total debera ser menor a 25%

18. Si no se cumple con alguno de los requisitos anteriores se debera repetir la dilucion
que causa el error.

19. Ver hoja de célculo para linealidad de cada analito.

7.3 Precision intra e interdia

1. Para la precision interdia se deberan recabar los datos de 20 dias de CCI matutino,

nivel normal, para cada analito y registrarlo en la hoja de célculo “Precision”,
columna interdia.

2. Elvalor de DE debera ser menor a 0.25 del valor de CLIA:

- 3.75% para leucocitos

- 1.75 % para hemoglobina

- 6.25 % para plaquetas

- 1.5 % para eritrocitos

3. Para precisién intradia, se debera hacer un pool con 10 muestras del mismo grupo

sanguineo (1 mL cada una), en un tubo de polipropileno de 13x100
Distribuir en 4 tubos de 13x75, tapar con tapon de goma
Procesar 5 veces cada muestra en modo cerrado.
6. Imprimir los resultados y registrarlos en la hoja de calculo “Precisién”, columna
intradia.
7. Elvalor de DE debera ser menor a 0.33 del valor de CLIA:
- 4.95 % para leucocitos
- 2.31 % para hemoglobina
- 8.25 % para plaquetas
- 1.98 % para eritrocitos

8. Sino se cumple se debera repetir la determinacién de precision intra.
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9.

Si no se cumple en el caso de la precision interdia, hacer una investigacion para

determinar la causa del porque el CCI no cumple con el requisito de calidad.

10. Ver hoja de calculo para precision de cada analito.

7.4 Veracidad

1.

Para la veracidad se debera procesar 10 veces el control normal Cell Dyn Plus CD26
por modo cerrado

Imprimir los resultados

Los resultados deberan registrarse en la hoja de célculo para “Veracidad”
correspondiente a cada analito.

El resultado promedio se utilizara para calcular el % de sesgo tomando como valor
verdadero el asignado para el grupo par del analizador en el programa Streck de la
marca Abbott.

Con el rango de aceptacion determinado por el fabricante en su inserto, se calcula
el rango de aceptacion en %

El valor obtenido del %sesgo de cada analito deberd estar dentro del rango anterior.

Ver hoja de calculo para veracidad de cada analito.

7.5 Incertidumbre

1.

De acuerdo con la Guia CG4 Eurachem/CITAC, y el Handbook for calculation of
measurement uncertainty in enviromental laboratories, ed 2., Version 1.3 October
2003; la incertidumbre se calcula como sigue:
Recabar los datos del grupo par de doce ciclos o lotes de control del programa Strec,
y la informacion generada por el laboratorio en este programa.
Descargar en la tabla “Resumen de datos” de la hoja de célculo, la informacion
solicitada por nivel de control y lote utilizado.
La hoja de célculo ya esta programada para realizar los calculos de:

a. incertidumbre estandar [u (estandar)],

b. incertidumbre estandar cuadratica [u (estandar)?],

C. raiz cuadratica media [U sesgo]
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5.

6.

d. incertidumbre combinada [V(u(est)2 + U sesgo)]

e. incertidumbre expandida [Uc*2]
También se calcula en automatico el CVpp para el criterio de aceptacién de cada
analito.

Ver hoja de calculo para incertidumbre y resumen de datos para cada analito.

7.6 Implementacion de seis sigma para pruebas cuantitativas (leucocitos, eritrocitos,
hemoglobina, plaquetas)

1.

A partir del archivo de “Incertidumbre” se tomaran los datos de: % Sesgo y CV
mensual, el “Calculo de Seis Sigma”

Esta tabla calcula el Sigma (considerando la especificacion de calidad asignada por
CLIA para estos cuatro analitos), como sigue:

Sigma = [CLIA para el analito — ABS(Sesgo del laboratorio)] / CV del laboratorio
Esta tabla calcula el ESC como sigue:
ESC = Sigma - 1.65

Se tomara como valor de Sigma, el valor mas bajo de los tres niveles de control y el
de ESC.

Interpolar el valor de Sigmay ESC seleccionados en las gréaficas de funcién de poder
para tres niveles de control (tomadas de 2), con probabilidad de falso rechazo <0.05
y con probabilidad de deteccidn de errores 20.90,.

Seleccionar la curva de funcién de poder para el analito correspondiente.
Determinar las reglas de Westgard que le aplican, el nimero de controles a utilizar
y el nimero de corridas que le aplican al analito.

7.7 Desarrollo de la guia para el CCl en el &rea de hematologia de un laboratorio
privado.

1.

Extraer de los insertos del fabricante las recomendaciones necesarias para el
adecuado manejo de los controles CD 26 PLUS y calibrador HEM CAL para el CELL
DYN Ruby.

Extraer del Manual de operaciones del sistema CELL-DYN Ruby®, ABBOTT
LABORATORIES, las recomendaciones necesarias para el buen funcionamiento del

equipo y el procedimiento para generar el archivo de control y la descarga de este,
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asi como los pasos a seguir para la configuracion de media y DE para las gréficas
de control.

3. Redactar la “Guia para el CCl en el area de Hematologia, Laboratorio Central GDA
CDMX”, con la informacion recabada y adaptada al proceso especifico y particular
del laboratorio, considerando los turnos y analistas del area; asi como los diferentes
registros generados.

4. Describir la metodologia empleada para el calculo de Seis Sigma y ESC, asi como

la obtencion de la curva seleccionada en la gréfica de funcién de poder.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Para este trabajo se utilizé estadistica descriptiva y de control de calidad:

Media

Desviacién estandar
Coeficiente de variacién
% de Recuperacion
Incertidumbre

Sesgo

Sigma

Error sistematico critico

ASANENENENENENEN

El programa utilizado fue Excel 2013, de Microsoft Office 2013.
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9. RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para la verificacién de las pruebas
cuantitativas en el equipo Cell Dyn Ruby, asi como el proceso para seleccionar el control
estadistico de la calidad necesario, con el fin de alcanzar el uso previsto.

9.1 Preparacioén de las muestras para linealidad:

9.1.1 Concentrado plaquetario

Tomar 25 muestras ya iberadas
del proceso de la jomada diaria.

Tomar la mitad del volumen de la
muesira con una pipeta Pasteur
desechable, en un tubo de
polipropilenc de 16x100 mm.

|

Se desechan las
pipetas uilizadas en
cada muestra.

Se agregaron las muestras al
mismo tubo hasta que este se
encuentra a ¥ de su capacidad

Se contindio con este
procedimiento hasta a completar
25 muestras, se ufilizaron 10
tubos de polipropileno.

Mezclar y cenfrifugar 5 min a
1000 rpm.

Separar los plasmas ricos en
plaguetas, homegenizar y
centrifugar 10 min a 3500rpm

Desechar el plasma suficiente para
conservar un volumen mayor a
5SmL, reunir los concentrados
celulares en un selo fubo. Mezclar.

Procesar el
concentrado en el
equipo automatizado, la
concentracion esperada
debera ser entre
2,250x10° plaguetasipL
y 3,000x10°
plaguetas/yL

CONCENTRADO
PLAQUETARIO

Una vez alcanzada la
concentracion mencionada v con
un volumen mayer a SmL, la
muesira esta lista para su uso
en la verificacion de "Linealidad"

5i fuera necesario, para
alcanzar la concentracion
deseada, agregar solucion

salina estéril para diluir.

Si fuera necesario, para
alcanzar la concentracion
deseada, centrifugar =
nuevamente muestras para
concentrar.

Diagrama de flujo 9.1.1 Procedimiento para la elaboracion del concentrado plaquetario.

Se muestra el procedimiento realizado para la obtencion del concentrado celular plaquetario
con una concentracion de 2,839.7 cel103%/uL, y un volumen de muestra de mayor a 5 mL.
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9.1.2 Concentrado leucocitario

Se utilizaron todas las muestras
va liberadas del proceso de la
jornada diaria.

Homogenizar las muestras
en el mezclador mecanico
por fres minutos

Centrifugar las muestras
por 10 min a 3,500 rpm

Con una pipeta Pasteur
desechable, transferir la capa de
leucocitos de fodas las musstras

en tubos de 16x100mm

Descartar plasma y
paguete celular

Cenfrifugar los concentrados
10min a 3,500 rpm

Descartar plasma y paquete de eritrocitos,
conservar la capa de leucocitos en fubos
de polipropilenc de 16x100 mm

Mezclar y centrifugar 10 min a
3,500 rpm.

l

Desechar el plasma y reunir
los concentrados celulares en
un sole tubo de 16x100mm

De ser necesario, lavar los tubas con
solucion salina para para desprender
leucocitos adheridos a los tubos

Cenfrifugar y desechar el plasma
excedente, conservando un
velumen mayor a SmL

Procesar el
concentrado en el
equipo automatizado,
Ia concentracion
esperada debera ser
190107 ful y 2502107
JuL de leucocites

CONCENTRADO
LEUCOCITARIO

Una vez alcanzada la
concentracion mencionada y
con un volumen mayor a Sml, 1a
muestra estd lista para su uso
en la verificacion de "Linealidad”

Este concentrado debera
utilizarse el mismo dia

Sifuera necesario, para
alcanzar la concentracion
deseada, agregar solucion

salina estéril para diluir

Si fuera necesario, para
alcanzar la concentracion
deseada, centrifugar —
nuevamente muestras para
concentrar o eliminar plasma.

Diagrama de flujo 9.1.2 Procedimiento para la elaboracion del concentrado leucocitario.

Se muestra el procedimiento realizado para la obtencion del concentrado celular para
leucocitos con una concentracion de 241 cel10%/uL y un volumen de muestra mayor a 5 mL.
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9.1.3 Concentrado eritrocitario.

Se utilizaron & muestras
ya liberadas del proceso de la
jornada diaria y con el mismo

CONCENTRADO

. ) ERITROCITARIO f HEMOGLOBINA
Qrupe sanguineo . Centrifugar las muestras
por 10 min a 3,500 rpm
Homogenizar las muestras Una vez alcanzada la
en &l mezclador mecénico Descartar 2/3 partes de concentracion mencionada y
por tres minutos plasma con un volumen mayor a 5mL, la
muesira esta lista para su uso
en la verificacion de “Linealidad”
Tlamar I:S:mlad del volumen de Homogenizar ¢l concentrado
asw";:'] d;:iﬂ'p:g;gﬁ; E:;; un en el mezclador mecanico
1E100mm por tres minufos

Si fuera necesario, para
alcanzar la concentracion
deseada, agregar solucion

salina estéril para diluir.

Procesar el concentrado en
el equipo automatizade, la
concentracion esperada
debera serde; 6.0 a
7.5¢108 juL de erifrocitos v

Si fuera necesario, para

19 a %5 0, de alcanzar la concentracion
hemoglobina. Conservar un deseada, centrifugar -
velumen mayor a SmlL f

nuevamente la muestra para
concentrar.

Diagrama de flujo 9.1.3 Procedimiento para la elaboracion del concentrado eritrocitario.
Se muestra el procedimiento realizado para la obtencién del concentrado celular para

eritrocitos/Hb con una concentracién de 7.28 cell10%/uL y 24.4 g/dL, y un volumen de
muestra mayor a 5 mL.
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9.2Linealidad.

9.2.1Linealidad para plaguetas.

DILUCIONES

( c-([;?lé(l)i(/:i) 2839.7 | 14198 | 709.9 | 355 142 | 284 | 0
Replica 1 2819 1445 744 358 127 | 259 | 0

Replica 2 2823 1464 739 355 132 | 246 | 0

Replica 3 2877 1455 738 361 125 | 252 | 0

MEDIA 2839.67 | 1454.67 | 740.33 | 358.00 | 128.00 | 25.23 | 0.00

CORRELACION DE LA CURVA

DESEST. | 3239 9.50 321 | 300 | 361 | 065 |0.00
SESGO
ooy | 008 3487 | 3043 | 300 | 1400 | 317 |0.00
% SESGO | 0.00 2.46 429 | 085 | 986 |1115| - | PROMEDIO | CRITERIO DECISION
CVODER | 1.14 0.65 043 | 084 | 282 | 258 | - 1.41 <38% ACEPTADO
ET 1.88 353 500 | 223 | 1451 | 1540 | - 7.09 <25.0% ACEPTADO
GoZFBlIE = (B2 0.9997 >0.995 ACEPTADO

Cuadro 9.2.1 Linealidad para plaquetas.

y =1.0047x + 3.6481

Linealidad para Plaquetas R? = 0.9997
3000.00
2500.00 /
2000.00

[Practica]

1500.00 /
1000.00
500.00 /
0.00 / . : : . . .

0.0 500.0 1000.0 1500.0 2000.0 2500.0 3000.0

[ Tedrica]

Grafica 98.2.1 Linealidad para plaguetas.
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9.2.2 Linealidad para leucocitos.

DILUCIONES
Tedrica
(cel10%uL) 241 120.5 60.3 30.1 2.4 0.5
Replica 1 239 126 55.9 325 2.49 | 0.495
Replica 2 243 125 56 31.1 2.41 | 0.503
Replica 3 241 125 55 31.7 2.39 | 0.512
MEDIA 241.00 125.33 55.63 31.77 | 2.43 0.50
DES.EST. 2.00 0.58 0.55 0.70 0.05 0.01
SESGO
(cel10%/pL) 0.00 4.83 4.67 1.67 0.03 0.00
% SESGO 0.00 4.01 7.74 5.54 1.25 0.67 PROMEDIO | CRITERIO DECISION
C.V o DER 0.83 0.46 0.99 2.21 2.18 1.69 1.39 <24% ACEPTADO
ET 1.37 5.59 6.30 531 3.62 2.79 4.17 <15.0% ACEPTADO
COEFICIENTE DE
CORRELACION DE LA 0.9989 20.995 ACEPTADO
CURVA
Cuadro 9.2.2 Linealidad para leucocitos.
Linealidad para leucocitos y =1.0049x - 0.056
R? = 0.9989
300.00
250.00 /
__200.00
©
2
S 150.00
‘o /
=
100.00 /
50.00
0.00 / . . . . ; .
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0
[ Tedrica]l

Grafica 9.2.2 Linealidad para leucocitos.
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9.2.3 Linealidad para eritrocitos.

DILUCIONES
Tedrica
(cellOﬁ/uL) 7.28 3.64 1.82 0.91 0.73
Replica 1 7.17 3.52 1.82 0.92 0.74
Replica 2 7.35 3.56 1.84 0.91 0.73
Replica 3 7.31 3.57 1.78 0.92 0.72
MEDIA 7.28 3.55 1.81 0.92 0.73
DES.EST. 0.09 0.03 0.03 0.01 0.01
SESGO
(cel10pL) 0.00 0.09 0.01 0.01 0.00
% SESGO 0.05 2.47 0.37 0.73 0.00 PROMEDIO | CRITERIO DECISION
C.V o DER 1.30 0.75 1.68 0.63 1.37 1.15 <1.8% ACEPTADO
ET 2.19 3.70 3.15 1.77 2.26 2.61 <6.0% ACEPTADO
COEFICIENTE DE
CORRELACION DE LA CURVA ekl S NEEFIAE)
Cuadro 9.2.3 Linealidad para eritrocitos
Linealidad para eritrocitos y =0.9973x - 0.0091
RZ=0.9998
8.00
7.00 =
6.00
E 5.00
© 4.00
T
& 3.00 ==
2.00
0-00 T T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
[ Tedrica]l

Grafica 9.2.3 Linealidad para eritrocitos.
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9.2.3 Linealidad para hemoglobina.

DILUCIONES
Tebrica
(g/dL) 21.4 10.7 5.35 2.68 2.14
Replica 1 21.3 10.7 5.28 2.65 2.07
Replica 2 21.5 10.7 5.27 2.63 2.09
Replica 3 21.4 10.7 5.3 2.63 2.1
MEDIA 21.40 10.70 5.28 2.64 2.09
DES.EST. 0.10 0.00 0.02 0.01 0.02
SESGO (g/dL) 0.00 0.00 0.07 0.04 0.05
% SESGO 0.00 0.00 1.25 1.62 2.49 PROMEDIO CRITERIO DECISION
C.Vo DER 0.47 0.00 0.29 0.44 0.73 0.39 <14% ACEPTADO
ET 0.77 0.00 1.72 2.34 3.70 1.71 <7% ACEPTADO
COEFICIENTE DE
CORRELACION DE LA 1 20.995 ACEPTADO
CURVA
Cuadro 9.2.4 Linealidad para hemoglobina.
Linealidad para hemoglobina y=1.003x-0.057
25.00 R=1
20.00 =
'S 15.00
=3
o
R /
&, 10.00
0-00 T T T T 1
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
[ Tedrica]

Grafica 9.2.4 Linealidad para hemoglobina.
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9.3 Precision intra e interdia

. RESULTADO .

PRECISION OBTENIDO CRITERIO DECISION

Intraserial 4.83 < 6.25 ACEPTADO
Plaguetas

Interserial 6.26 < 8.25 ACEPTADO

Intraserial 0.11 < 3.75 ACEPTADO
Leucocitos

Interserial 0.13 < 495 ACEPTADO

Intraserial 0.04 < 15 ACEPTADO
Eritrocitos

Interserial 0.04 < 1.98 ACEPTADO

Intraserial 0.14 < 3.75 ACEPTADO
Hemoglobina

Interserial 0.11 < 495 ACEPTADO

Cuadro 9.3 Precision para plaquetas, leucocitos, eritrocitos y hemoglobina
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9.4 Veracidad

9.4.1 Veracidad para plaquetas: Datos obtenidos de Informe en tiempo real STATS, del
programa STRECK, para Cell Dyn Ruby, lote de control 9168, 25 de julio 201954.

Plaquetas
Repeticiones cél x10%/uL RecupO/eoracic')n

1 225 98.3

2 237 103.5

3 233 101.7

4 234 102.2

5 213 93.0

6 233 101.7

7 219 95.6

8 224 97.8

9 236 103.1

10 226 98.7

MEDIA 228.0 99.6
Media del grupo par: 229 cél x10%/uL
1DE grupo par: 11.400 cél x10%/uL
2DE grupo par: 22.800 cél x10%/uL

Rango esperado en

S 206.2 a 251.8 cél x10%/uL
concentracion:

% Recuperacion esperado

90 a 110 %
por el programa
% Recuperacion obtenido: 99.6
DECISION ACEPTADO

Cuadro 9.4.1 Veracidad para plaquetas
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9.4.2 Veracidad para leucocitos: Datos obtenidos de Informe en tiempo real STATS, del
programa STRECK, para Cell Dyn Ruby, lote de control 9168, 25 de julio 201954.

Leucocitos
Repeticiones célx10%/uL Recup(?racién

1 7.10 101.4

2 7.17 102.4

3 7.18 102.6

4 6.91 98.7

5 7.01 100.1

6 6.94 99.1

7 7.04 100.6

8 6.75 96.4

9 6.86 98.0

10 7.04 100.6

MEDIA 7.00 100.0
Media del grupo par: 7 cél x10%/uL
1DE grupo par: 0.150 cél x10%/uL
2DE grupo par: 0.300 cél x10%/uL

Rango esperado en

. 6.7 a 7.3 cél x10%/uL
concentracion:

% Recuperacion esperado

0,
oo ¢l programa 95.7 a 104.3 %

% Recuperacion obtenido: 100.0

DECISION ACEPTADO

Cuadro 9.4.2 Veracidad para leucocitos
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9.4.3 Veracidad para eritrocitos: Datos obtenidos de Informe en tiempo real STATS, del
programa STRECK, para Cell Dyn Ruby, lote de control 9168, 25 de julio 201954.

Eritrocitos
Repeticiones céIx108/uL Recup(?racién

1 4.2 99.3

2 4.19 99.1

3 4.23 100.0

4 4.22 99.8

5 4.21 99.5

6 4.19 99.1

7 4.25 100.5

8 4.21 99.5

9 4.21 99.5

10 4.18 98.8

MEDIA 4.2 99.5
Media del grupo par: 4.23 cél x108/uL
1DE grupo par: 0.058 cél x108/uL
2DE grupo par: 0.116 cél x108/uL

Rango esperado en

o 4.114 a 4.346 cél x10°%/uL
concentracion:

% Recuperacion esperado

0
por el programa 97.3a102.7 %

% Recuperacion obtenido: 99.5

DECISION ACEPTADO

Cuadro 9.4.3 Veracidad para eritrocitos
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9.4.4 Veracidad para hemoglobina: Datos obtenidos de Informe en tiempo real STATS, del
programa STRECK, para Cell Dyn Ruby, lote de control 9168, 25 de julio 201954.

Hemoglobina
Repeticiones g/dL % -
Recuperacion
1 11.6 100.0
2 11.6 100.0
3 11.6 100.0
4 115 99.1
5 11.6 100.0
6 11.6 100.0
7 11.6 100.0
8 11.6 100.0
9 11.6 100.0
10 11.6 100.0
MEDIA 11.6 99.9
Media del grupo par: 11.6 g/dL
1DE grupo par: 0.150 g/dL
2DE grupo par: 0.300 g/dL
Rango esperado en 11.3a11.9 g/dL
concentracion:
% Recuperacion esperado 974 2102.6 %
por el programa
% Recuperacion obtenido: 99.9
DECISION ACEPTADO

Cuadro 9.4.4 Veracidad para hemoglobina
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9.5 Incertidumbre.

9.5.1 Incertidumbre para plaquetas: El disefio para la estimacion de la incertidumbre
(amarillo), se basé en los resultados del programa interlaboratorio Streck®* para Cell Dyn
Ruby con el control CD26 plus, como se muestra en el cuadro 9.5.1; criterio de aceptacion

en azul.
INCERTIDUMBRE | CRITERIO DE
ESTIMADA ACEPTACION .
DECISION
NIVEL DE CONTROL U % CV ponderado%*
Las Plaquetas para BAJO 7.316 18.744 ACEPTADO
Cell Dyn Ruby
tiene una NORMAL 7.798 12.765 ACEPTADO
incertidumbre de £
ALTO 6.770 10.500 ACEPTADO

* El intervalo de confianza es de 95 % usando un factor de cobertura de k = 2, mas el 30% de
tolerancia que otorga la Guia CG4 de la EURACHEM.

Cuadro 9.5.1 Incertidumbre en % para plaquetas

Si por solicitud del cliente es necesario informa la incertidumbre en valores de concentraciéon
(cél 10®x pL), es posible informarla como se muestra en el cuadro 9.5.1.1 en amarillo:

Por nivel de . Resultado del
concentracion del Med::aéldlecl)ag)r(uplt_) par paciente +
control; H cél 10° x L
BAJO 81.3 5.946
NORMAL 222.1 17.319
ALTO 507.7 34.372

Cuadro 9.5.1.1 Incertidumbre en concentracién para plaquetas
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9.5.2 Incertidumbre para leucocitos: El disefio para la estimacion de la incertidumbre
(amarillo), se basé en los resultados del programa interlaboratorio Streck® para Cell Dyn
Ruby con el control CD26 plus, como se muestra en el cuadro 9.5.2; criterio de aceptacion
en azul.

INCERTIDUMBRE |  CRITERIO DE

ESTIMADA ACEPTACION | o ician
NIVEL DE . o«

Los Leucocitos CONTROL U % CV ponderado%

para Cell Dyn BAJO 2.107 7.408 ACEPTADO
Ruby tiene una
incertidumbre de | NORMAL 3.681 6.369 ACEPTADO
+

ALTO 1.363 6.594 ACEPTADO

* El intervalo de confianza es de 95 % usando un factor de cobertura de k = 2, mas el 30% de
tolerancia que otorga la Guia CG4 de la EURACHEM.

Cuadro 9.5.2 Incertidumbre en % para leucocitos

Si por solicitud del cliente es necesario informa la incertidumbre en valores de concentracién
(cél 10®x pL), es posible informarla como se muestra en el cuadro 9.5.2.1 en amarillo:

conPcoern?rlggiléiedel xU Media del grupo par
: cel 10°x uL cél 10% x uL
control:
BAJO 0.084 4
NORMAL 0.263 7.2
ALTO 0.224 16.5

Cuadro 9.5.2.1 Incertidumbre en concentracién para leucocitos.
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9.5.3 Incertidumbre para eritrocitos: El disefio para la estimacion de la incertidumbre
(amarillo), se basé en los resultados del programa interlaboratorio Streck® para Cell Dyn
Ruby con el control CD26 plus, como se muestra en el cuadro 9.5.3; criterio de aceptacion
en azul.

INCERTIDUMBRE | CRITERIO DE
ESTIMADA ACEPTACION )
DECISION
NIVEL DE U % CV ponderado%

Los Eritrocitos CONTROL *

para Cell Dyn BAJO 1.774 5.248 ACEPTADO
Ruby tiene una

'”Ce“'d‘imbfe de |  NORMAL 1.228 4.158 ACEPTADO
ALTO 1.113 4.219 ACEPTADO

* El intervalo de confianza es de 95 % usando un factor de cobertura de k = 2, mas el
30% de tolerancia que otorga la Guia CG4 de la EURACHEM.

Cuadro 9.5.3 Incertidumbre en % para eritrocitos

Si por solicitud del cliente es necesario informa la incertidumbre en valores de concentracion
(cél 108 x pL), es posible informarla como se muestra en el cuadro 9.5.3.1 en amarillo:

Pornivel de | Media del grupo +U
concentracpn ~ par cél 108 x L
del control: cél 106 x L
BAJO 2.9 0.051
NORMAL 4.3 0.053
ALTO 5.3 0.059

Cuadro 9.5.3.1 Incertidumbre en concentracién para eritrocitos.
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9.5.4 Incertidumbre para hemoglobina: El disefio para la estimacion de la incertidumbre
(amarillo), se basé en los resultados del programa interlaboratorio Streck®* para Cell Dyn
Ruby con el control CD26 plus, como se muestra en el cuadro 9.5.4; criterio de aceptacion
en azul.

INCERTIDUMBRE [  CRITERIO DE
____ ESTIMADA ACEPTACION | [ oo
CONTROL U % CV ponderado% *
La Hemoglobina BAJO 3.914 5.066 ACEPTADO
para Cell Dyn
in?:r%siﬁﬁe“gz .| NORMAL 2.636 4.370 ACEPTADO
ALTO 1535 4.403 ACEPTADO

* El intervalo de confianza es de 95 % usando un factor de cobertura de k = 2, mas el 30% de
tolerancia que otorga la Guia CG4 de la EURACHEM.

Cuadro 9.5.4 Incertidumbre en % para hemoglobina

Si por solicitud del cliente es necesario informa la incertidumbre en valores de concentracion
(g/dL), es posible informarla como se muestra en el cuadro 9.5.4.1 en amarillo:

Por nivel de Media del grupo +U
concentracién del par L
control: gldL g
BAJO 7.2 0.283
NORMAL 11.7 0.309
ALTO 15.7 0.242

Cuadro 9.5.4.1 Incertidumbre en concentracién para hemoglobina
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9.6 Resultados del célculo para sigmometriay ESC

9.6.1 Plaquetas:

Resumen de datos para el célculo de incertidumbre, sigmometriay ESC

Plaquetas SIGMA ESC
LOTE BAJO | NORMAL | ALTO | BAJO | NORMAL | ALTO
8141 3.0 4.7 7.1 1.35 3.05 5.45
8169 2.7 3.3 4.5 1.05 1.65 2.85
8197 3.4 3.9 4.1 1.75 2.25 245
8225 4.3 7.8 10.0 | 2.65 6.15 8.35
8253 4.0 10.0 125 | 2.35 8.35 10.85
8281 3.3 5.1 8.8 1.65 3.45 7.15
8309 4.0 7.5 10.6 | 2.35 5.85 8.95
8337 3.9 55 9.0 2.25 3.85 7.35
8365 3.9 6.9 9.3 2.25 5.25 7.65
9056 5.0 7.3 9.8 3.35 5.65 8.15
9084 6.3 7.2 9.8 4.65 5.55 8.15

PROMEDIO | 3.98 6.29 8.68 | 2.33 4.64 7.03

Cuadro 9.6.1 Célculo de sigmometria y ESC para plaquetas.

Interpolando en la grafica de Westgard “Herramienta Sigma” se observa que, para las
plaguetas les corresponde la combinacion de reglas 1-3s, 2 de 3-2s, R-4s, 3-1s, 6x, con
una corrida y seis controles.

Herramienta Sigma para la seleccion de Control de la
Calidad para tres niveles de control

Escala Sigma
3o 4 50
I 285 185 465 565Pp  Pog N R
s 13208, R, 13, B
: 007 — 6 1
08 1352DB25m4~3mlsﬁr
Q (111
E L 35729855 ee g
5 06
L]
o
@ 05 1'
o 3s
B o4 0 -— 6 1
2 1
= 255
o 03 005 — 3 1
o 1
2 02 |
o 001 = 3 1
0.1 T3,
000 - 1 ]
0.0
00 10 20 0 40

Error Sistemtico Critico ( Es,., Multiplos de s)

ESC del analito
Pendiente
seleccionada

Regla de
Westgard, Ny R
seleccionadas

Grafica 9.6.1 Seleccién de CC para plaquetas en tres niveles de control
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9.6.2 Leucocitos:

Al interpolarlos en la grafica de Westgard “Herramienta Sigma”? se observa que, a los

Leucocitos SIGMA ESC
LOTE BAJO NORMAL ALTO | BAJO NORMAL ALTO
8141 6.7 10.0 9.0 5.08 8.32 7.40
8169 5.2 8.8 8.1 3.56 7.10 6.47
8197 7.6 9.0 9.0 5.97 7.39 7.32
8225 6.7 9.6 7.9 5.08 7.95 6.20
8253 6.2 9.6 8.2 4.51 7.97 6.57
8281 7.2 6.8 6.7 5.53 5.19 5.08
8309 8.4 8.2 7.2 6.73 6.50 5.51
8337 6.3 8.6 9.6 4.68 6.97 7.90
8365 6.7 8.0 7.8 5.02 6.33 6.18
9056 7.4 6.9 6.5 5.70 5.28 4.84
9084 5.9 8.7 6.1 4.28 7.06 4.45

PROMEDIO | 6.75 8.56 7.83 5.10 6.91 6.17

Cuadro 9.6.2 Célculo de sigmometria y ESC para leucocitos.

leucocitos les corresponde la regla 1-3s, con una corrida y tres controles.

Herramienta Sigma para la seleccion de Control de la
Calidad para tres niveles de control

Probabilidad de Rechazo (P)

Escala Sigma
488 265 30 365 46 465 50 sesp, Py N R
i 1200, R, 3, By
: 0 - & A
- 194/2005 R 3, B
0l ww 3 2
07 1,208, R, 13
s, — 8 A
08 1,208, R, 13
05 7 R R
1
04 001 — 6 1
1
o 0B — 3
02 1
001 — 3 1
0.1 -
000 e A1
00
00 10 20 30

Error Sistematico Critico ( Es,,.. Multiplos de s)

ESC del analito

Pendiente
seleccionada

Regla de Westgard,
N y R seleccionadas

Grafica 9.6.2 Seleccion de CC para leucocitos en tres niveles de control
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9.6.3 Eritrocitos:

Eritrocitos SIGMA ESC
LOTE BAJO | NORMAL | ALTO BAJO NORMAL ALTO
8141 4.0 4.1 4.2 2.35 2.45 2.55
8169 4.6 4.6 4.8 2.95 2.95 3.15
8197 4.2 3.9 4.3 2.55 2.25 2.65
8225 4.1 3.8 3.8 2.45 2.15 2.15
8253 29 3.6 4.0 1.25 1.95 2.35
8281 4.3 4.1 4.3 2.65 2.45 2.65
8309 4.1 4.1 4.3 2.45 2.45 2.65
8337 4.0 59 6.6 2.35 4.25 4.95
8365 3.6 6.1 5.8 1.95 4.45 4.15
9056 4.9 3.9 3.6 3.25 2.25 1.95
9084 3.0 2.9 3.2 1.35 1.25 1.55

PROMEDIO | 3.97 4.27 4.45 2.32 2.62 2.80

Cuadro 9.6.3 Célculo de sigmometria y ESC para eritrocitos.

Al interpolarlos en la grafica de Westgard “Herramienta Sigma”? se observa que, a los
eritrocitos les corresponde la combinacién de reglas 1-3s, 2 de 3-2s, R-4s, 3-1s, 6%, con

una corrida y seis controles

Herramienta Sigma para la selecciéon de Control de la
Calidad para tres niveles de control

Probabilidad de Rechazo (P)

1082

Escala Sigma
365 40 485

265 30

09

08

0.7

06

05

04

03

02

0.1

00
00

5o

N R

1§§rz°nZ§ 4s " 1s

R 3,8,

10

20

30

40

Error Sistematico Critico ( Es,,.. Multiplos de s)

ESC del analito

Pendiente seleccionada
Regla de Westgard,
NyR

seleccionadas

Grafica 9.6.3 Seleccién de CC para eritrocitos en tres niveles de control
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9.6.4 Hemoglobina:

Hemoglobina SIGMA ESC
LOTE BAJO NORMAL ALTO BAJO NORMAL ALTO
8141 5.6 6.8 9.6 3.95 5.15 7.95
8169 3.9 5.3 6.2 2.25 3.65 4.55
8197 4.1 6.0 5.7 2.45 4.35 4.05
8225 4.3 4.6 4.9 2.65 2.95 3.25
8253 3.3 3.9 4.9 1.65 2.25 3.25
8281 4.1 3.6 5.0 2.45 1.95 3.35
8309 34 54 4.2 1.75 3.75 2.55
8337 6.8 51 6.8 5.15 3.45 5.15
8365 4.1 53 6.7 2.45 3.65 5.05
9056 3.7 54 6.1 2.05 3.75 4.45
9084 7.1 6.7 5.1 5.45 5.05 3.45

PROMEDIO 4.6 5.3 5.9 2.93 3.63 4.28

Cuadro 9.6.4 Célculo de sigmometria y ESC para hemoglobina

Al interpolarlos en la grafica de Westgard “Herramienta Sigma”? se observa que, para la
hemoglobina le corresponde la regla 1-2.5s, con una corrida y tres controles.

Herramienta Sigma para la seleccion de Control de la
Calidad para tres niveles de control

Escala Sigma
388 265 30 365 40 485 S0 sesp, Py N R
! w
L~ 134208 R,y B

- 007 === 6 1
- 08 '}IQOGZIRQIB]IBE ESC del analito
N 003 — 3 2
o 07 1. 208, R, 1
N
ok 005 —— 6 1 Pendiente
§ 08 1, 208, R, 1 seleccionada

i+ k|

€ os 002 - 3 1
° 1
° B
g 4 -flm—- o Regla de Westgard,
= 255 Ny R seleccionadas
g R 003 o~ 3 1
8 1
£ 02 3s
a 001 — 3 1

01 133

000 == 1 1
00 9,
00 10 20 30 40

Error Sistematico Critico ( Es,,.. MUltiplos de s)

Grafica 9.6.4 Seleccion de CC para hemoglobina en tres niveles de control.
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A continuacién, se muestran los datos del programa interlaboratorio Streck que se utilizaron
para el calculo de la incertidumbre y sigmometria, solo para: plaquetas y eritrocitos, ya que
son los que generaron valores de seis sigma y ESC mas bajos.

RESUMEN DE DATOS:

PLAQUETAS

FEB MAR | ABR MAY | JUN JUL AGO | SEP | OCT | NOV DIC

Control Bajo LOTE

DATOSDE | Media | 73 74 82 85 80 80 75 78 83 82 82
LAB cv 6.2 6.6 6.6 5.8 5.3 7.3 5.6 54 | 58 | 48 3.8
Media 78 80 84 85 83 81 77 81 83 81

DATOS DE | —3MUPO 81
GRUPO PAR | Narupo | 2391 | 7760 | 2964 | 8422 | 658 | 4398 | 1046 | 533g | 5796 | 6347 | 8405

CVgrupo| 9.9 6.8 7 72 | 78 7 77 | 73 | 78 7 6.6
Control
Normal
DATOSDE | Media | 204 | 194 | 208 | 221 | 225 | 216 | 216 | 205 | 223 | 235 | 225
LAB cv 41 48 5.3 3.1 25 4.1 3.2 4.3 3.2 33 3.4
Media | 516 | 214 | 218 | 223 | 225 | 225 | 218 217 | 233 | 226
DATOS DE | —9rupo 228
GRUPO PAR | Ngrupo | 2623 | 9833 | 4415 | 11642 | 648 | 4319 | 1051 | 5349 | 5790 | 6621 | 8352
CVgrupo| 6.2 4.7 5.1 5 5.2 48 | 51 | 48 | 51 5 4.4
Control Alto
DATOS DE Media 476 460 471 511 498 512 497 509 519 529 518
LAB cv 3 3.5 5.4 2.4 2 2.7 2.3 2.7 2.4 2.4 2.4
DATOS DE | Media | 495 | 507 | 486 | 516 | 498 | 519 | 500 505 | 521 | 526
grupo 512
GRUPO PAR

N grupo | 2703 | 9765 | 4285 | 11633 | 656 4297 | 1058 | 5371 | 5672 | 6501 | 8253
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cvgupo| 51 | 4 | 43 | 4 | a7 | 37 | 41 | 39 | 42 | a1 | 37 |

BAJO -6.410 | -7.500 | -2.381 | 0.000 | -3.614 | -1.235 | -2.597 | -3.704 | 2.469 | -1.205 | 1.235

NORMA

0,
SEECeY -5.556 | -9.346 | -4.587 | -0.897 | 0.000 | -4.000 | -0.917 | -1.316 | 2.765 | 0.858 | -0.442
ALTO | -3.838 | -9.270 | -3.086 | -0.969 | 0.000 | -1.349 | -0.600 | -0.586 | 2.772 | 1.536 | -1.521

13.71
BAJO 41.091 | 56.250 | 5.669 | 0.000 | 13.064 | 1.524 | 6.747 7 6.097 | 1.452 | 1.524

SESGO (%)? | NORMA
L 30.864 | 87.344 | 21.042 | 0.804 | 0.000 | 16.000 | 0.842 | 1.731 | 7.645 | 0.737 | 0.196

ALTO 14.733 | 85.937 | 9.526 | 0.939 | 0.000 | 1.819 | 0.360 | 0.343 | 7.686 | 2.358 | 2.313

Cuadro 9.6.5 Resumen de datos del programa interlaboratorio Streck para plaquetas

RESUMEN DE DATOS: ERITROCITOS

FEB MAR | ABR MAY | JUN JUL AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

Control Bajo

Media 2.9 291 2.88 2.81 2.82 2.87 2.85 2.86 292 | 295 | 298
Ccv 1233 | 1.232 | 1.34 | 1.297 | 1.571 | 141 113 | 1.151 | 1.464 | 1.082| 1.864

DATOS DE LAB

Media

DATOS DE grupo
GRUPO PAR | Ngrupo | 2409 | 7755 | 2959 | 8419 | 659 | 4409 | 1045 | 533.8 | 5795 | 6345 | 8406

CV grupo | 2.117 2 2116 | 1.933 | 2.224 | 1.958 | 2.124 | 1.879 | 2.055 | 2.068 | 2.008

2.87 2.92 2.89 2.83 2.86 2.87 2.89 2.9 294 | 293 | 297

Control Normal

Media 4.35 421 4.26 4.2 4.21 4.28 4.25 4.28 436 | 434 | 433
Cv 1231 | 1.244 | 1.461 | 1.384 | 1.463 | 1.416 | 1.28 | 0.906 | 0.949 | 1.43 | 1.771

DATOS DE LAB

Media

DATOS DE grupo
GRUPO PAR | Ngrupo | 2663 | 9830 | 4412 | 11625 | 649 | 4311 | 1048 | 5335 | 5786 | 6607 | 8338

CVgrupo| 1.71 | 1.617 | 1.606 | 1.603 | 1.594 | 1.456 | 1.625 | 1.507 | 1.618 | 1.703 | 1.569

4.31 4.22 4.27 4.23 4.24 4.29 4.28 431 437 | 432 | 429

Control Alto

Media 5.43 5.33 5.2 5.28 5.28 5.31 5.35 5.36 541 | 549 | 542
Ccv 0.863 | 1.202 | 1.34 | 1.474 | 1.497 | 1.453 | 1.355 | 0.907 | 1.005 |1.482| 1.707

DATOS DE LAB

Media

DATOS DE grupo
GRUPO PAR | Ngrupo | 2695 | 9758 | 4278 | 11622 | 654 | 4293 | 1058 | 5363 | 5667 | 6498 | 8241

CVgrupo | 1.711 | 1.664 | 1.553 | 1.568 | 1.467 | 1.562 | 1.64 | 1.533 | 1.669 | 1.791 | 1.593

5.35 5.32 5.19 5.3 5.28 5.3 5.36 5.36 54 5.45 | 5.39

BAJO 1.045 | -0.342 | -0.346 | -0.707 | -1.399 | 0.000 | -1.384 | -1.379 | -0.680 | 0.683 | 0.337
SESGO (%) NORMAL | 0.928 | -0.237 | -0.234 | -0.709 | -0.708 | -0.233 | -0.701 | -0.696 | -0.229 | 0.463 | 0.932
ALTO 1.495 | 0.188 | 0.193 | -0.377 | 0.000 | 0.189 | -0.187 | 0.000 | 0.185 | 0.734 | 0.557

SESGO (%)* | BAJO 1.093 | 0.117 | 0.120 | 0.499 | 1.956 | 0.000 | 1.916 | 1.902 | 0.463 | 0.466 | 0.113
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NORMAL | 0.861 | 0.056 | 0.055 | 0.503 | 0.501 | 0.054 | 0.491 | 0.484 | 0.052 | 0.214 | 0.869

ALTO 2.236 | 0.035 | 0.037 | 0.142 | 0.000 | 0.036 | 0.035 | 0.000 | 0.034 | 0.539 | 0.310

Cuadro 9.6.6 Resumen de datos del programa interlaboratorio Streck para eritrocitos.

9.7 Establecer la “Guia para el CCl en el area de Hematologia”

Derivado de las verificaciones del analizador Cell Dyn Ruby y la necesidad de mejorar el
control de calidad estadistico, se establecio la “Guia para el CCl en el area de Hematologia”;
que se muestra en el anexo 2.

A continuacion, se muestra un breve resumen de su contenido:

1. Preparacién de reactivos, controles y/o calibradores: se muestra el correcto manejo,
conservacion y precauciones a tomar para los insumos mencionados.

2. Generacién de archivos de control en Cell Dyn Ruby: se indica el procedimiento a
seguir para generar los archivos de CCI en el analizador, su configuracion y las
reglas de Westgard que se aplicaran.

3. Determinar valores aberrantes: se identifican a través del programa interlaboratorio.

4. Sigmometria: se muestra como hacer el calculo para determinar la sigmometria y
ESC para cada nivel de control, y las reglas de Westgard que le aplican.

5. Proceso de controles en equipos automatizados, resolucion de errores y puesta en
marcha del equipo: muestra el proceso de controles, identificacion de errores y su
resolucion, ademas de la autorizacién del equipo para su uso en rutina o su reporte
al proveedor y fuera de servicio.

Pagina 85|115



9.8 Establecer la eficacia y eficiencia de las verificaciones, sigmometriay la guia de
CCl en Hematologia.

Una vez establecidas las reglas de Westgard con las que se evaluaran las graficas de
Levey-Jennings, el nUmero de controles a procesar y en cuantas corridas se va a dividir la
carga de trabajo; ademas de implementar la “Guia para proceso, evaluacién y validacién
del CCI en Hematologia”; se evalud la eficacia de este trabajo.

Para ello se dividi6 en dos los datos del CV y Sesgo por lote, antes de la verificacion y la
implantacién de la guia de calidad y; el comportamiento después de esta fecha (julio 2019).
Se realiz6 el promedio de CV y Sesgo mensuales para la comparacion.

9.8.1 Leucocitos:
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MES FEB MAR | ABR MAY JUN JuL
LOTE DE
controL | 8141 8169 8197 8225 8253 | 8281
BAID 223 2.88 2.29 2.23 2.84 2.09
cv NORMAL 1.78 205 1.81 1.71 1.71 259
& ato | 179 | 192 | 174 | 191 19 | 232
N,
&
& BAIDO | 0000 | 0000 | -2439 | 0000 | -2.500 | 0.000
v SESGO | NORMAL | 2740 | 2941 | 1370 | -1408 | -1.449 | -2.703
ATO | 1198 | 0599 | -0606 | 0000 | -0.621 | -0.602
MES AGO SEP ocT NOV DIC
LOTE DE
controL | 8309 | 8337 8365 | 9056 9084
BAID 1.79 237 225 2.04 253
cv NORMAL 2Mm 19 1.68 237 1.56
,@?’ ALTO 218 157 1.76 2.31 2.3
™
&
J"\} BA0 | 0000 | 0.000 | 0000 | 0000 | 0.000
SESGO | NORMAL | -1.389 | -1370 | 0.000 | -1429 | 1.408
ATO | 0599 | 0000 | 1212 | 0.000 | 0602

PROMEDIO

243
1.94
1.93

-0.82
-2.10
-0.60

PROMEDIO

220
1.94
2.04

0.00
-0.56
0.24

Cuadro 9.8.1 Comportamiento del CV y Sesgo durante el 2019 -Leucocitos-

9.8.2 Eritrocitos:
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MES | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL
cowtao | B141 | 8169 | 8197 | 8225 | 8253 | 8281 | PROMEDIO
BAID | 1233 | 1232 | 134 | 1297 | 1671 | 141 135
o OV [nomear | 1231 | 120 [ 1461 | 1384 | 1463 [ 1416 137
0 ATO | 0863 | 1202 | 134 | 1474 | 1497 | 1483 130
&
& BAIO | 1045 | -0342 | 0346 | 0707 | 1399 | 0.000 0.29
SESGO | NORMAL | 0928 | 0237 | 0.234 | 0.709 | 0.708 | -0233 0.20
ALTO | 1495 | 0188 | 0193 | -0377 | 0000 | 0189 0.28
MES | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
ol | w09 | 8337 | 8365 | 9056 | 9084 PROMEDIO
BAIO | 113 | 1151 | 1464 | 1.082 | 1.864 134
CV | nomwaL | 128 | 0906 | 0949 | 143 | 1771 127
O ALTO | 1355 | 0907 | 1.005 | 1482 | 1707 129
L‘P
Qg:f‘% BAIO | -1384 | -1379 | -0680 | 0683 | 0.337 048
SESGO | NORMAL | -0701 | -0696 | 0229 | 0463 | 0932 0.05
ALTO | 0187 | 0000 | 0185 | 0734 | 0567 0.26

Cuadro 9.8.2 Comportamiento del CV y Sesgo durante el 2019 -Eritrocitos-

9.8.3 Hemoglobina:

Pagina 88115



MES | FEB MAR | ABR | MAY | JUN JUL
CL[?ER%EL 8141 | 8169 | 8197 | 8225 | 8253 | 8281
BAJO 1 11 137 0.98 168 136
cv NORMAL 049 0.99 1.03 115 1.56 1.46
Q,»:\‘Y ATO | 073 0.92 111 131 131 128
o
& BAIO | 1389 | 2740 | 1389 | -2740 | 1429 | -1408
e SESGO | NORWAL | 0847 | 1739 | -0855 | -1.709 | 0855 | -1.724
ALTO | 0000 | 1274 | -0637 | -0629 | 0641 | -0645
MES | AGO | SEP ocT | NOV DIC
CLé‘JfR%EL 8309 | 8337 | 835 | 9056 | 9084
BAJO 1.26 0.82 1.04 154 0.98
cv NORMAL 113 1.04 1 115 0.92
@zé" ALTO 138 0.84 1.05 1.15 138
&
& BAIO | 2778 | 1389 | -2778 | 1370 | 0.000
N SESGO | NORWAL | 0862 | 1724 | 1695 | 0833 | 0847
ALTO | 1258 | -1282 | 0000 | 0000 | 0000

PROMEDIO

1.25
1.18
1.1

-1.85
-1.29
-0.42

1.13
1.05
1.16

-1.66
-0.16
-0.51

Cuadro 9.8.3 Comportamiento del CV y Sesgo durante el 2019 -Hemoglobina-

9.8.4 Plaquetas:
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MES FEB | MAR | ABR | MAY | JUN JuL
LOTE DE
contmoL | 8141 | 8169 | 8197 | 8225 | 8253 8281 PROMEDIO
BAJO 6.2 6.6 6.6 58 53 73 6.30
cv NORMAL 41 48 53 31 25 41 398
&,,? ALTO 3 34 5.4 24 2 27 317
dbcc.
QJ‘ BAJO 6410 | 7500 | -2381 | 0.000 | -3614 | -1.238 352
SESGO | NORMAL | -555G | -934F | 4587 | 0897 | 0000 | -4.000 4.06
ALTO 23838 | -9.270 | -3.086 | -1.969 | 0.000 | -1.349 -3.25
MES AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
LOTE DE
controL | 8309 | 8337 | 8365 | 9056 | 9084
BAJO 56 5.4 5.8 4.8 38 5.08
Ccv NORMAL 3.2 43 32 33 34 348
4;,, ALTO 273 27 24 24 24 244
db%
@‘ BAJO 2597 | 3704 | 2469 | 1205 | 1.235 .76
SESGO | mMORMAL | 0917 | 1316 | 2765 | 0858 | -0.442 0.19
ALTO 0600 | 0586 | 2772 | 1536 | -1.521 0.32

Cuadro 9.8.4 Comportamiento del CV y Sesgo durante el 2019 -Plaquetas-

9.8.5 Para evaluar la eficiencia de las verificaciones, el calculo de la sigmometria, la
seleccién de las reglas de Westgard con las que se va a evaluar las gréaficas de Levey-
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Jennings, el nimero de controles a procesar y en cuantas corridas se va a dividir la carga
de trabajo; ademas de implementar la “Guia para proceso, evaluacion y validacion del CCI
en Hematologia”; se realizé un conteo del consumo de controles mensuales durante febrero
a diciembre (ver Cuadro 7.8.5).

MES | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL |AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

LOTE | 8141 | 8169 | 8197 | 8225 | 8253 | 8281 | 8309 | 8337 | 8365 | 9056 | 9084

CONSUMO

DE 18 20 18 19 18 22 17 16 16 17 15
CONTROLES

SUMA 93 81

Cuadro 9.8.5 Consumo de controles mensuales para Cell Dyn Ruby
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con la “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de
examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico”™® emitido por la ema en abril de
2008, la primera prueba a realizar es la linealidad. Para lo cual, se necesitaron muestras de
concentracion tan alta como, al menos las 2/3 partes el intervalo de linealidad reportado por
el fabricante*.

En el caso del analizador Cell Dyn Ruby marca Abbott, el proveedor no cuenta con el kit de
linealidad necesario para realizar dicha actividad, es por ello que la primera parte de este
trabajo se dedico al protocolo para la elaboracion de los concentrados celulares requeridos
para esta prueba.

En la busqueda bibliogréafica sobre la elaboracion de concentrados celulares para linealidad
en hematologia, solamente aparecen referencias a los sueros de concentracion alta y baja,
o los calibradores utilizados para quimica clinica, con los cuales se realizan las diferentes
diluciones para la curva de linealidad*®; en el caso de hematologia no hay una publicacién
en donde se refiera explicitamente como preparar la muestra con la concentracion
necesaria®>? y, ademas, con al menos 2/3 partes del intervalo de linealidad reportado por
Abbott** para este equipo.

En el caso de plaquetas, en el manual de usuario* se declara una linealidad hasta 3x10°
cél/uL, por lo tanto, el intervalo que se debera evaluar es mayor a 2x108 cél/uL, con el
procedimiento establecido se utilizaron 25 muestras, y la concentracion final fue de 2.839
cel108/uL, cuidando que al final del proceso se conserve un volumen mayor a 7 mL para
asegurar que se dispone del volumen necesario para las diluciones y las repeticiones
necesarias.

Para leucocitos la linealidad declarada por el fabricante en el manual de usuario* requiere
una muestra con concentracién mayor a 184.5 x102 cél/uL y con el protocolo establecido se
obtuvo una muestra con concentracion de 241 x10° cél/uL; mayor al intervalo que solicita
la ema y muy cercano al limite de linealidad del fabricante. Sin embargo, para esto, fue
necesario utilizar todas las muestras procesadas del dia, aproximadamente 800 muestras,
ya que la concentracion requerida es alta; lo ideal es que durante el periodo de tiempo en
gue se realiz6 el ensayo, se presentara un paciente con concentraciones mayores a 184.5
x10® cél/uL, lo que no sucedid.

Sin embargo, esta muestra debe utilizarse en el momento que se prepara, ya que, con el
paso de las horas los leucocitos comienzan a aglutinarse y la muestra pierde
homogeneidad; de tal forma que, al realizar el pipeteo de las alicuotas para las diluciones
necesarias, las concentraciones obtenidas en el analizador son variables. Ademas de
asegurar conservar el volumen mayor a 7mL, para las diluciones y las repeticiones
necesarias.

En cuanto a los eritrocitos y hemoglobina, la muestra necesaria para la evaluacién de
linealidad es minimo de 5 x10°8 cél/uL para eritrocitos y 16.7 g/dL de hemoglobina. Con el
protocolo establecido en este trabajo se obtuvo una concentracion de 7.28 x 10°cél/uL y
24.4 g/dL de hemoglobina; en este caso, fue muy importante hacer el concentrado con
células del mismo grupo sanguineo para evitar aglutinacion eritrocitaria. Se sugiere
conservar un volumen mayor a 7mL para las diluciones y repeticiones necesarias durante
la prueba de linealidad.
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Por lo tanto, los protocolos propuestos para la elaboracion de concentrados celulares si
proporcionan el material con la concentracién necesaria para realizar las pruebas de
linealidad en el equipo Cell Dyn Ruby marca Abbott.

Posteriormente, se realizaron las pruebas necesarias para la verificaciéon del equipo
automatizado Cell Dyn Ruby marca Abbott: linealidad, precisién, veracidad y la estimacion
de la incertidumbre.

Para evaluar la linealidad se utilizaron las muestras concentradas y se realizaron las
diluciones mencionadas en el apartado de materiales y métodos (7.2 Linealidad).

Las diluciones, se procesaron por triplicado, y para cada una se calculd: Media, Desviacion
Estandar (DE), Coeficiente de Variacién (CV), Sesgo (en concentracion), Sesgo (%), Error
Total y Coeficiente de correlacion (CC) de la pendiente de la gréafica lineal. De acuerdo con
la “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico™°, los criterios de aceptacién para la linealidad son:
Coeficiente de correlacion (R?), CV y Error total (ET); cuyo valor depende de cada analito.

Para el R?, la “Guia para la validacién y la verificacion de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico™° establece en el numeral 4.2 Ambito
lineal, que el CC debe ser mayor o igual a 0.995; y en el caso de los analitos verificados,
en los cuatro el resultado obtenido de R? es mayor a este valor. Por lo tanto, se asegura
que la funcién de calibracién del equipo corresponde linealmente con la concentracion
tedrica esperada.

En el caso de CV, el criterio de aceptacion es el valor reportado por el fabricante (Cuadro
2.5.3.3 Valores de imprecisibn maxima permitida para Cell Dyn Ruby) todos los analitos
presentan un valor menor al reportado por el fabricante, lo cual muestra que la precisién en
las medidas sucesivas de las diluciones realizadas al concentrado celular son homogéneas
entre si.

Una vez obtenido el sesgo presente en cada una de las mediciones con respecto a la
concentracion tedrica esperada, se realizo el célculo de ET, en donde el valor de los cuatro
analitos es menor al reportado en tablas de CLIA (Tabla 2.5.3.5 Especificaciones de
calidad). De tal forma que, los resultados generados por el analizador tienen la relevancia
clinica necesaria para apoyar el diagndstico del médico al paciente.

Lo anterior indica que la linealidad del equipo Cell Dyn Ruby cumple con los criterios de
aceptacion descritos en la “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos
de examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico™®; y proporciona resultados
directamente proporcionales a la concentracion del analito en las muestras probadas,
ademas con buena precision y veracidad.

La siguiente prueba para la verificacion del equipo es la precision, se utilizé el criterio segun
la “Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico”?, en donde la DE debera ser menor a ¥ del error
permitido para la prueba de precision en condiciones intradia o interserial; y en la precision
interserial o interdia, la DE debera ser menor a 1/3 del error permitido publicado por CLIA
(Tabla 2.5.3.5 Especificaciones de calidad).
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Por ejemplo, para la especificacion de calidad de CLIA para leucocitos es de 15% y al
realizar el célculo de % de este valor (1/4 de 15 es 3.75), el resultado esperado para la DE
es < 3.75 en precision intradia. En el caso de la precision interdia, el resultado esperado
para la DE es de <4.95 (1/3 de 15 es 4.95).

La razon por la que el criterio de aceptabilidad es diferente para las dos condiciones de
precision, se debe a que, en la intradia se desarrolla en un periodo de tiempo delimitado y
en condiciones constantes; es decir, en la misma corrida de trabajo. En la precision interdia,
los resultados se obtienen en condiciones de trabajo diferentes (incluyendo alicuotas de
control, viales de reactivos, analistas, etc) y esto provocaria una imprecision mas alta que
en el primer caso. Una mayor desviacion estandar implica un mayor coeficiente de variacion
y por lo tanto una mayor imprecision del método analitico.

En todos los casos, se cumple con los dos criterios, por lo tanto, el sistema de medicion
(Cell Dyn Ruby), presenta una precision satisfactoria.

Para la evaluacion de la veracidad, se utiliz6 el calcul6 del porcentaje de recuperacion
siguiendo la “Guia para la validacion y la verificacién de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico”® tomando como el valor verdadero, el
resultado del Reporte en Tiempo Real del programa interlaboratorio STRECK, del control
nivel normal lote 9168 CD 26 Plus®. En donde, el proveedor del programa proporciona el
valor verdadero o esperado (media de grupo par) y el valor de 1DE del grupo par (se tomé
como rango de aceptacion 2DE del grupo par) para los analitos reportados en el control.

En todos los casos, los analitos cumplen con la concordancia entre el valor esperado por el
grupo par y el obtenido experimentalmente, por ejemplo: para los leucocitos el valor
verdadero o media reportado por el grupo par fue de 7.0 célx10%uL, y las 2DE equivalen a
0.3 céIx10%/uL; por lo tanto al restar y sumar estas 2DE al valor verdadero, el rango de
aceptacién para leucocitos de acuerdo a el programa STRECK para Cell Dyn Ruby con el
control CD 26 Plus® es de 6.7 a 7.3 célx10%/uL. Traducido a porcentaje, tomado el valor
verdadero como el 100%, el rango es de 95.7 a 104.3 %. El resultado promedio obtenido
de las 10 repeticiones es de 7.0 célx10%/uL y en porcentaje, 100%.

Por lo tanto, el equipo Cell Dyn Ruby cumple con la definicién de veracidad de la “Guia para
la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos empleados por
el laboratorio clinico™® en donde se especifica que la veracidad es el “grado de
concordancia existente entre la media aritmética de un gran nimero de resultados y el valor
verdadero o aceptado como referencia™®. Para todos los analitos se cumple con él % de
recuperacion dentro del rango calculado, tomando como el valor verdadero los datos del
programa interlaboratorio STRECK.

En cuanto a la estimacién de la incertidumbre, se utilizé el caso (C) que se describe en la
“Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico”®, utilizando los resultados del laboratorio y grupo par
del programa interlaboratorio para Cell Dyn Ruby, STRECK, y bajo el modelo matematico
del Handbook for calculation of measurement uncertainty in enviromental laboratories
version 3.1 de mayo de 2012%. En donde se describe el célculo para: incertidumbre
estandar (CV/n), incertidumbre estandar cuadratica (u(est)?), raiz cuadratica media
(VY sesgo?/n), incertidumbre combinada (V(u(est)? + U sesgo?) y, por ultimo, incertidumbre
expandida (Uc*2 %). Ademas del coeficiente de variaciéon ponderado (CVpp)?, que se
utilizd como criterio de aceptacion para la incertidumbre de los analitos en este trabajo.
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Ademas, se considero la recomendacion de Eurachem/CITAC Guide: Setting and Using
Target Uncertainty in Chemical Measuremen®®, capitulo 7; en donde se indica que si la
incertidumbre del analito valorado no se encuentra publicado “... la incertidumbre deberia
ser menor que el valor objetivo, pero si el valor objetivo no se encuentra definido en alguin
reglamento o publicacion, se puede considerar una tolerancia adicional de 20-30%...". Es
decir que el CVpp no se multiplicé por 2, sino por 2.6, para obtener el criterio de aceptacion
de los analitos de este trabajo.

Por ejemplo, en el caso de los leucocitos, al realizar el llenado de los datos en la hoja de
calculo, se calcularon todas las incertidumbres: estandar, estandar cuadrético, raiz
cuadratica media, combinada y la expandida. Ademas, el CVpp para leucocitos. En los tres
niveles de control la incertidumbre expandida cumple con el criterio de aceptacion, al igual
gue los analitos restantes (ver cuadro 9.5.1, 9.5.2, 9.5.3, 9.5.4).

Si el paciente 0 médico solicitara el reporte de los analitos mas la incertidumbre de la
medicion, se debe reportar el resultado del analito £ el valor de incertidumbre en
concentracion (ver cuadro 9.5.1.1, 9.5.2.1, 9.5.3.1, 9.5.4.1).

Por lo tanto, con la suma de los resultados generados durante el ejercicio de verificacion:
linealidad, precisién, veracidad y la estimacién de la incertidumbre; y sus correspondientes
criterios de aceptacion, para los cuatro analitos estudiados, es posible asegurar que el
equipo Cell Dyn Ruby cumple con las especificaciones de desempefio y de acuerdo con la
definicién de la “Guia para la validacién y la verificacion de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico™°, “...la verificacion consiste en evaluar el
desempefio del método para demostrar que cumple con los requisitos para el uso previsto,
que fueron especificados como resultado de su validacion...”3°

Posteriormente, derivado de los célculos para la estimacion de la incertidumbre, se realizé
el calculo de sigmometria y error sistematico critico (ESC) para los cuatro analitos que se
verificaron en este trabajo (ver cuadro 9.6.1, 9.6.2, 9.6.3, 9.6.4).

En el caso de los leucocitos, cuadro 9.6.2, se observa que el valor de sigma es muy bueno
para los tres controles (mayor a 6), sin embargo, es necesario seleccionar el dato mas
pequeio para la interpolacion en la grafica “Herramienta Sigma para la seleccién de control
de calidad para tres niveles de control”. De esta manera, se asegura que las reglas de
Westgard seleccionadas apliquen para los 3 niveles; si se utilizara el valor mas alto las
reglas seleccionadas podrian no sean lo suficientemente eficaces para todos los niveles de
control. EI mismo criterio se aplicé para la seleccion del ESC, se muestra en las graficas
9.6.1, 9.6.2, 9.6.3 y 9.6.4 como una linea verde.

Como se explicé anteriormente, la curva a seleccionar en esta grafica es la que presente
mas de 0.5 de probabilidad de falso rechazo y mas del 0.95 de deteccion de error; en las
graficas 9.6.1, 9.6.2, 9.6.3 y 9.6.4 se muestra la seleccibn como una flecha roja. Y
finalmente, la regla o conjunto de reglas que le corresponden a la pendiente seleccionada,
con el nimero de controles que deben procesarse (N) y el nimero de corridas necesarias
para el analito en cuestion (R), en recuadro azul.

Se encontrd que los analitos con reglas mas numerosas y complejas son los eritrocitos y

las plaquetas, ademas, solo para el caso de las plaquetas la sigmometria indica que se
deben controlar con dos corridas de control al dia.
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Al realizar una revision a los cuadros 9.6.1 al 4 para el célculo de sigmometriay ESC de los
cuatro analitos, en todos los casos el nivel de control con el sigma mas bajo es el control
BAJO, y especificamente en el caso de las plaquetas y eritrocitos con un resultado menor
a 4; que en la bibliografia (Cuadro 2.2.2.1) se considera como rendimiento minimo para un
proceso. Sin embargo, aplicado al laboratorio clinico (especificamente en hematologia) el
valor de sigma esperado para el analizador Cell Dyn Ruby, como lo indica Westgard®®, es
de 3.33 para eritrocitos, por lo tanto esta prueba si cumple con el desempefio esperado
para sigmometria.

Pero este resultado podria mejorar controlando el sesgo, en el cuadro 9.6.5 Resumen de
datos para célculo de incertidumbre y sigmometria (eritrocitos); en los meses febrero, junio,
agosto y septiembre, se encontraron los valores mas altos. Si es posible reducir el sesgo y
aumentar el sigma, las reglas de control seran mas sencillas para la evaluacién de este
analito.

En el caso de las plaquetas el valor de sigma esperado en Westgard® es de 6.58, el valor
obtenido es de: 3.98 para el control bajo, 6.29 normal y 8.68 alto. En el cuadro 9.6.5
Resumen de datos para calculo de incertidumbre y sigmometria (plaquetas), se observa
que para este analito lo que se debe mejorar es la precision, ya que el CV se mantiene
fuera de la especificacion del proveedor (CV < 3.8) en el nivel bajo en 10 de 11 ciclos, nivel
normal 5 de 11 ciclos y en el nivel alto en 1 de 11 ciclos. Ademas, se alcanzaron valores
altos de sesgo para los tres controles en el mes de febrero y marzo. Pese a ello, a partir del
mes de julio en donde se implementd la sigmometria y la guia para el control de calidad del
area; se percibe una mejoria constante en el CV para los tres niveles. Razén por la cual, al
final del afio, solo el valor sigma para control bajo no alcanza los datos publicados en
Westgard®®.

Ademas, es una desventaja que el proveedor proporcione solo un valor meta para los tres
niveles de control, cuando es claro que el nivel bajo es el mas impreciso y con mayor sesgo.

Anteriormente se mencioné que, derivado de la sigmometria los eritrocitos, hemoglobina y
leucocitos deberian controlarse con una sola corrida, a diferencia de las plaquetas que
requieren de 2; y en el caso de los controles de hematologia para este equipo (Cell Dyn
Ruby), no es posible seleccionar los analitos a procesar, el analizador hace la cuenta del
perfil completo para serie roja, plaquetaria y cuenta leucocitaria; lo Unico optativo es la
cuenta diferencial. Por lo tanto y como indica la NMX-EC-15189-INMC-2015%°: “Los
materiales de control de calidad se deben analizar peridédicamente con una frecuencia que
esté basada en la estabilidad del procedimiento y el riesgo de dafio al paciente derivado de
un resultado erréneo”, “Cuando las reglas de control de calidad no se cumplan e indiquen
gue los resultados de los examenes pueden tener errores clinicamente significativos, los
resultados deben ser rechazados y las muestras de los pacientes deben ser analizadas
nuevamente después de que la condicion de error fue corregida y se ha verificado el
desempefio dentro de las especificaciones. El laboratorio también debe evaluar los
resultados de las muestras de pacientes que se examinaron después del Gltimo evento de
control de calidad efectuado con éxito.”, “Los datos de control de calidad se deben revisar
a intervalos regulares para detectar tendencias en el desempefio del examen que pudieran
indicar problemas en el sistema analitico...”

Por lo tanto, aun cuando se indica por sigmometria que los leucocitos, hemoglobina y los

eritrocitos deberian controlarse solamente con una corrida, es necesario, procesar controles
al inicio de la jornada, a mitad de jornada y al final. De esta manera, aseguramos que, Si se
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presenta una condicion en la que los resultados de los pacientes pudieran presentar errores
durante la mafiana o la tarde, no se afectaran los resultados de toda la jornada laboral y es
mas probable detectar esa condicion de riesgo a tiempo, sin afectar a los resultados de los
pacientes.

Se cumple ademas, con la condicion de las plaquetas, donde por sigmometria se obtiene
gue deben controlarse en dos corridas analiticas; y las reglas de Westgard seleccionadas
para cada analito, aplican para la evaluacion de las gréaficas de Levey-Jennings en los tres
niveles de control.

Por ello, es que se surgio una necesidad implementar la “Guia para proceso, evaluacion y
validacién del CCl en Hematologia”, que se realiz6 en base al manual de usuario del equipo,
los insertos de controles de calidad, calibradores, procedimientos internos del area,
formatos en hojas de célculo, la bibliografia consultada y la experiencia operativa.

En ella se describe: la preparacion de controles y/o calibradores de hematologia, la
generacién y configuracion de archivos de control de calidad en el analizador,
determinacion de valores aberrantes, el calculo de sigmometria, proceso de controles en
eguipo automatizado, asi como los diagramas para la clasificacion y solucion de errores
sistematicos y aleatorios, el reporte del equipo al proveedor y su puesta en fuera de uso,
y/o el visto bueno (VoBo) para la liberacion del equipo y su puesta en marcha para proceso
de pacientes.

Una vez realizadas las verificaciones del equipo, implementada la sigmometria y la guia de
calidad; se procede a determinar si su aplicacién mejora el desempenio, es decir, si estas
medidas mejoran la eficacia del control de calidad a través del indicador CV para el error
aleatorio y de Sesgo para el sistematico. Ademas, la eficiencia se evalué a través del
consumo mensual de controles.

Se tomaron los datos de la tabla de resultados de control interlaboratorio Streck (que se
utilizaron para la estimacion de la incertidumbre), durante el 2019. Se dividieron en antes
de la verificacién del equipo y después (mes de julio), se calcul6é el promedio de ambos
indicadores. Con respecto a la imprecisién no se percibe cambio en leucocitos, eritrocitos y
hemoglobina; pero si en la veracidad, de leucocitos y hemoglobina. No se encontraron
cambios significativos en los eritrocitos, (Cuadro 7.8.1 al 4, comportamiento del CV y Sesgo
durante el 2019). En el caso de las plaquetas, es clara la mejora entre los dos indicadores
antes y después del mes de julio. Por lo tanto, la implantacion de la “Guia para proceso,
evaluacién y validacion del CCl en Hematologia”, las verificaciones de las pruebas y la
sigmometria si mejoré el rendimiento del equipo en términos de veracidad y precision.

En el cuadro 9.8.5 Consumo de controles mensuales para Cell Dyn Ruby, se encontré que
a partir de este trabajo hay una disminucion en el consumo de los viales; lo cual indica que
el nimero de reprocesos ha disminuido porque: se clarificd, estandariz6 y homologar la
forma de hacer uso del control, evaluar las graficas de Levey-Jennings, que acciones
realizar para un error sistematico o aleatorio,

Se observa que en el tiempo de febrero a junio el consumo de controles fue de 93 viales (5
meses), y después de las verificaciones, la sigmometria y la implementacion de la guia de
control de calidad; el nimero de viales disminuye a 81 en el mismo periodo de tiempo (5
meses). Se omitid el mes de julio en la cuenta, ya que, debido a las verificaciones se
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incrementod el consumo normal en este mes. Si se traduce a porcentaje, esta diferencia de
12 viales, corresponde al 13%; que se espera aumente 0 se conserve.
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo con la hipétesis planteada y los resultados obtenidos en este trabajo, se

concluye lo siguiente:

1. El procedimiento generado para la obtencion de los concentrados sanguineos si
cumplié con las caracteristicas requeridas (concentracién y volumen), para la
verificacibn de la linealidad de pruebas cuantitativas (leucocitos, eritrocitos,
hemoglobina y plaquetas) en Cell Dyn Ruby

2. Se realizaron las pruebas de: linealidad, precision, veracidad e incertidumbre para
leucocitos, eritrocitos, hemoglobina y plaquetas, conforme a la “Guia para la
validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico”; satisfactoriamente para los criterios de
aceptacion de cada una de las pruebas.

3. Derivado del analisis mateméatico generado durante las verificaciones, se determiné
exitosamente el valor sigma y error sistematico critico para cada uno de los analitos
(leucocitos, eritrocitos, hemoglobina y plaquetas) en sus tres niveles de control.

4. Una vez concretadas las verificaciones de las pruebas cuantitativas (leucocitos,
eritrocitos, hemoglobina y plaquetas), fue necesario mejorar la ejecucion del control
de calidad interno; lo que se alcanzo al establecer las reglas de control, nimero de
controles a procesar y corridas necesarias para la adecuada vigilancia de las
mismas.

5. En virtud de que el personal del area requiere estandarizar, ejecutar y evaluar el
control de calidad interno; se desarroll6 e implement6 la Guia para el CCl en el area
de hematologia, lo cual mejor6 el desempefio del analizador para leucocitos,

eritrocitos, hemoglobina y plaquetas en los meses subsecuentes.
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13. ANEXOS

ANEXO 13.1

VALORES DE REFERENCIA PARA LA CITOMETRIA HEMATICA

ANALITO sexo | FASOPE | UENOR | wAvoR
1-7 DIAS 5.0 21
AMBOS 8-31 D|’A§ :g 132
32 - 180 DIAS ' :
181 - 708 DIAS 6.0 17.0
2-5ANOS 4.04 13.1
6 - 10 ANOS 3.67 10.09
LEUCOCITOS FEMENINO |11 - 15 ANOS 3.59 10.73
16 - 20 ANOS 3.98 10.8
> 20 ANOS 3.56 10.3
2-5ANOS 4.29 12.4
6 - 10 ANOS 3.6 10.1
MASCULINO |13 - 15 ANOS 3.5 9.08
16 - 20 ANOS 3.45 9.12
> 20 ANOS 3.84 9.79
1-7 DIAS 3.9 6.3
AMBOS 8 - 31 DIAS 3.0 5.4
32 - 180 DIAS 2.7 4.9
181 - 708 DIAS 3.7 5.3
2 -5 ANOS 4.16 5.52
6 - 10 ANOS 4.31 5.64
ERITROCITOS FEMENINO |11 - 15 ANOS 4.33 5.63
16 - 20 ANOS 4 5.46
> 20 ANOS 3.87 5.44
2 -5 ANOS 4.25 5.66
6 - 10 ANOS 4.41 5.69
MASCULINO |11 - 15 ANOS 4.62 6.05
16 - 20 ANOS 4.81 6.18
> 20 ANOS 4.39 6.1
HEMOGLOBINA AMBOS 1.7 DIAS 135 215
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8 - 31 DIAS 10.0 18.0
32 - 180 DIAS 9.0 13.0
181 - 708 DIAS 10.5 135
5 5 ARIOS 114 15.79
6 - 10 ANOS 12.16 16.1
FEMENINO |11 . 15 ANOS 129 16.3
16 - 20 ANOS 122 16.2
> 20 ANOS 11.7 16.3
5 5 AROS 11.6 15.3
6 - 10 ANOS 125 16
MASCULINO |11 - 15 AROS 13.2 17.62
16 - 20 AROS 14.9 18.65
> 20 ARIOS 138 185
PLAQUETAS FEMENINO | TODAS ii; ::411
MASCULINO | TODAS

Tabla de valores de referencia para la citometria hematica 3132
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ANEXO 13.2

“GUIA PARA EL CONTROL DE CALIDAD INTERNO DE HEMATOLOGIA”

A. PREPARACION DE REACTIVOS, CONTROLES Y/O CALIBRADORES.

1. Los viales de control y calibradores por utilizar deberan alcanzar la

temperatura ambiente por espacio de 20 a 30 min.

No deberd mezclarse mecanicamente.

Coloque el tubo horizontalmente entre las palmas de las manos.

Deber& hacerse rodar adelante y atras de 20 a 30 seg. aproximadamente.

Mezclarlo invirtiendo rapidamente para que las células se suspendan.

Si los tubos han permanecido almacenados durante mucho tiempo, puede

ser necesaria una mezcla adicional.

7. Invertir los tubos con suavidad de 5 a 10 veces inmediatamente antes del
muestreo, en forma de ocho.

8. Analizar los controles segun las instrucciones del apartado dedicado al
control de calidad del manual del operador del instrumento correspondiente.

9. Después del andlisis: Si el tubo se ha abierto para realizar el andlisis, limpiar
el material residual de la tapa (si fuera necesario) y el borde con una gasa,
sin dejar pelusas, y taparlo correctamente.

10.Regresar los tubos al refrigerador en cuanto se libere el CCI.

11.Se daran de baja en el archivo de almacén y su hoja de calculo

correspondiente.

12.Precauciones: los viales deben estar bien cerrados y almacenados a una
temperatura de 2-10°C; los tubos cerrados se mantienen estables hasta la
fecha de vencimiento de la caja; evitar el sobrecalentamiento y la
congelacion; una vez abiertos los controles pueden usarse por 8 dias marca
Abbott; una vez abiertos los calibradores pueden usarse por 5 dias marca
Abbott; la exposicion prolongada a la temperatura ambiente o mezclar
enérgicamente puede dafiar el control o calibrador; el volumen contenido en
el tubo debe ser igual o superior al volumen minimo de muestra indicado en
el manual de operaciones del analizador; es posible que los parametros VGM
y/o RDW muestren una desviacion en los resultados; los controles no
deberan ser usados como estandar; la mezcla incompleta de un tubo antes
de utilizarlo invalida tanto la muestra extraida como el material que pudiera
guedar en el tubo.

13.Indicios de deterioro: En los tubos no agitados, refrigerados, el liquido
sobrenadante puede tener un aspecto turbio y rojizo; cambios de color del

o g hwh

Pagina 107|115



8.
9.

liquido sobrenadante: rojo muy oscuro o resultados inaceptables pueden ser
sefial de deterioro.

GENERACION DE ARCHIVOS DE CONTROL EN CEL DYN RUBY

El control de marca Bio-Rad, debera darse de alta con el diskett adjunto a la
caja de control (referirse al manual del analizador).

En automatico se carga del lote, fecha de caducidad, nivel de control, datos
de la carta del fabricante con media y rango, solo se deberan activar las
reglas de Westgard.

El control esta listo para usar.

El control de la marca Abbott, se debera dar de alta manualmente (referirse
al manual del analizador);

Para asignar el nombre del control (QCID), se debera leer la etiqueta de CB
del tubo de cada nivel de control con el lector externo del equipo;

los valores asignados en la carta de control adjuntan seran registrados en la
pestana “Limites CC”;

En la pestafia “Westgard”, se marcaran todas las reglas para el lote de
control nuevo.

Los controles estan listos para utilizar

La primera vez que se procesa el lote nuevo, se procesara por duplicado.

10. Verificar que el resultado obtenido se encuentra en el rango del inserto del

C.

fabricante.
DETERMINAR VALORES ABERRANTES.

Para el Cell Dyn Ruby, realizar la descarga de datos de control del
analizador en la pagina de https://statslink.streck.com/

El programa en automatico realizara un informe en tiempo real y realizara el
calculo de los datos aberrantes. Por lo tanto, para este equipo no es
necesario realizar el calculo de forma manual.

Tomar los datos de Media y DE generados de estos datos para ajustar la
media y SD de las graficas por analito.
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D.

SIGMOMETRIA

1. Para este calculo es necesario seleccionar una especificacion de calidad

para cada analito. Se muestran en la tabla siguiente:

Analito de Tipo de Objetivo de error TEa
hematologia Muestra . 'total Fuente
permitido (TEa% )
HGB Sangre total +7% CLIA
PLT Sangre total + 25% CLIA
RBC Sangre total *+ 6% CLIA
WBC Sangre total + 15% CLIA

Dentro de la hoja de célculo para las verificaciones de cada analito, se
encuentra la hoja “Resumen de Datos” con la tabla en donde se descargan
los resultados del CCI de Streck: media, numero de datos y CV del
laboratorio; asi como, la media y CV del grupo par; todos por nivel de lote de
control.

Se encuentra configurada con la especificacion de calidad seleccionada por
analito (ver tabla anterior) y tomar los datos de: Sesgo y CV analitico para
calcular el Sigma y ESC.

Se calcula el promedio de Sigma y ESC por nivel de control y se selecciona
el mas bajo.

De acuerdo con la curva que se intercepta en la grafica de funcién de poder
para 3 niveles de control se obtienen las reglas de Westgard a utilizar,
namero de controles y niumero de corridas.

PROCESO DE CONTROLES EN EQUIPOS AUTOMATIZADOS

Los controles de hematologia se procesaran diariamente al inicio de jornada
(8 a 10 am) y en el turno vespertino (17 a 18 pm); solo en el Cell Dyn Ruby
se procesara control en modo abierto una vez al dia en el turno matutino y al
final de la primera corrida el control de BioRad, en modo cerrado.

Se vigilara el comportamiento de los controles con las reglas de Westgard
determinadas por el calculo de sigmometria.

Si uno de los analitos viola alguna de las reglas establecidas para alguno de
los niveles de control, el analista debera:
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» Registrar en la bitdcora de control de calidad interno el analito(s), nivel
de control y las reglas que se incumplen. Ver diagrama 1.

[ Afectaa |

e ™

—~ Repetir conel | S .
mltiples > S > mismo vial de £CCI0K? )_, 0
ana”tos ) -- COI’itr0| * | T N S
(o) (W)
INICIO ‘ AN I
¢Otro nivel presenta S R |
desvio en el mismo Repetir con Liberar | N
sentido? , nuevo vial corrida |
\ l J . decontrol A
. :
(8 ) f A
1 ¢CClok? ‘—}{ si )
_ [ ¢Errorenel ) _I
o = ~
‘ Si | mismo No )
! , S A
e . sentido? -
o ararma Investigar Error TN
Diagrama 1 /
- Mleatorio |\

» Revisar los viales de control: volumen Optimo para el proceso en
modo cerrado o abierto, no menor a 1ml, no presente burbujas en la
superficie del liquido, revisar aspecto fisico (hemolizado)

control nuevo

problemas en los reactivos, ver diagrama 2.

Si fuera necesario, sacar otra tripleta del refrigerador para atemperar

Si el error se presenta en mdultiples analitos o se sospecha de
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| ¢Hayerror | [ Verificar Venflca.r,f S
en multiples S alarmas del (ljorreglr ‘ COI{'J }—N\No e

| analites? | | analizador | alarmasyy ‘) —

Investigar b 7 — | repetir control

Error ; A
Aleatorio . /.-N—c;-.\l IS |’”\}
\MIJ/ N/
" Inspeccionar fisicamente Y

_ los reactivos / controles |

‘ [ Reemplazar, cebar

!

reactivos, calibrar (si
es necesario),

N ( Liberar | D
| S| .I— .
corrida

i s

»

correlacion con otros
analizadores) /

repetir conteo de .
¢Problemas fisicos )_-\/ fondo y correr — ‘ 01 OK? ‘
con los st )| controles 1 __ ¢ * | / Bvaluar funcionamiento
| reactivos/controles? | o~/ ' [ ' del analizador después
' 1 ' de acciones tomadas por
PN Verificar estabilidad a bordo. Reemplazar, ) / N_o-'\l el proveedor (conteo de
C No /,I—} cebar reactivos, calibrar (si es necesario), ‘ o fondo, CCl, grupo par,

repetir conteo de fondo y correr controles

AN A

\_
Y/
| Contactaral [

| proveedor |

Verificar alarmas en analizador, si en este mismo nivel existen otros
analitos fuera de rango, valorar repetir la limpieza/mantenimiento de
los equipos.

Repetir conteo de fondo, verificar valores de aceptacion.

Repetir control, Si el resultado cumple con las reglas esperadas por
analito, validar la corrida y registrar en la bitacora de control de calidad
interno, CCIOK, para autorizar uso de equipo en rutina de trabajo.

Si no corrige, solicitar revision del jefe de &real/responsable de
disciplina'y su VoBo o la puesta fuera de servicio del equipo. Reportar
al proveedor.

Realizar pruebas para evaluar funcionamiento del analizador después
de acciones tomadas por el proveedor (conteo de fondo, CClI, grupo
par, correlacion con otros analizadores)

Correr control.

Si el resultado cumple con las reglas esperadas por analito, validar la
corrida y registrar en la bitadcora de control de calidad interno, CCIOK,
para autorizar uso de equipo en rutina de trabajo.

Si el analito tiene tendencia en los 3 niveles, ver diagrama 3.
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Diagrama 3

» Valorar repetir la limpieza/mantenimiento de los equipos y correr

control de caja diferente a la que esta en uso.

Repetir conteo de fondo, verificar valores de aceptacion.

Verificar el resultado en la grafica del analito.

» Si se corrige registrar en la bithdcora de control de calidad interno,
CCIOK, para dar visto bueno de uso de equipo para rutina de trabajo.

» Si ya se reproces6 con control nuevo, notificar al jefe de
areal/responsable de disciplina, verificar resultado contra el grupo par
del equipo, debera estar en rango de £2SD de la media, Streck para
marca Abbott, Unity para marca BioRad.

» Solicitar revision del jefe de area/responsable de disciplina'y su VoBo
o la puesta fuera de servicio del equipo. Reportar al proveedor.

» Realizar pruebas para evaluar funcionamiento del analizador después
de acciones tomadas por el proveedor (conteo de fondo, CCI, grupo
par, correlacion con otros analizadores)

» Correr control

» Si el resultado cumple con las reglas esperadas por analito, validar la
corrida y registrar en la bitdcora de control de calidad interno, CCIOK,
para autorizar uso de equipo en rutina de trabajo.

VYV VvV
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