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Resumen

El laboratorio clinico tiene como objetivo principal emitir resultados con calidad y
confiabilidad para que los profesionales de la salud tomen decisiones en beneficio del
paciente, en el contexto clinico o bien en el de salud publica. En los ultimos afios
América Latina se ha enfrentado a la evolucion y mejora del Sistema de Gestion de
Calidad, en México los cambios se evidencian en cada uno de los laboratorios clinicos
que comprenden diferentes dimensiones y el manejo de distintos volumenes de

muestra.

Algunos proyectos emergentes como el PROY-NOM-007-SSA3-2017, “Para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos”, establecen un precedente
para la verificacion de métodos cuantitativos que hasta el dia de hoy es unicamente

necesario para los laboratorios en proceso de acreditacion.

Actualmente distintas organizaciones ofrecen guias con sus propios criterios para la
acreditacion de la norma. Estos criterios tienen origen en guias nacionales como la
entidad mexicana de acreditacidon que son gratuitas, o guias internacionales como las

del Clinical & Laboratory Standards Institute, que suponen un costo por guia.

Con la entrada en vigor del proyecto mencionado, se vuelve una necesidad de parte
de todos los laboratorios publicos, sociales y privados del pais conocer las
consideraciones generales, procedimientos, tipos de muestra, duracién del estudio,
analisis grafico y estadistico, criterios de aceptabilidad y aspectos criticos. También es
importante conocer el costo de cada uno de los procesos incluidos en la verificacion de
meétodos, con el fin de seleccionar entre las numerosas guias aceptadas la que mejor

se adapte a las necesidades del laboratorio clinico.

El presente trabajo de tesis brinda informacién documentada de la verificacion de
métodos, principalmente de las guias propuestas por el Clinical & Laboratory
Standards Institute. Esto permite al lector obtener una vision general de las
caracteristicas de desempefo evaluadas, las cuales incluyen precision, incertidumbre,
linealidad y veracidad. Ademas, se presenta una serie de ejemplos de cada

procedimiento.



1. Introduccion

Para que un laboratorio clinico pueda ofrecer a sus clientes un servicio de calidad, es
necesario que implemente un Sistema de Gestién de Calidad (SGC) que establezca
una estructura organizativa y defina las actividades fundamentales necesarias para

alcanzar un nivel que se vea reflejado en los servicios rutinarios (Westgard, 2013).

La exigencia legal para la operacion de un laboratorio clinico en México se encuentra
establecida en la Norma Oficial Mexicana (NOM), NOM-007-SSA3-2011, “Para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos”. Esta norma asegura que el
laboratorio cumpla obligatoriamente con ciertos requisitos que le permiten brindar un
servicio de calidad (SS, 2012).

Existen otros requerimientos que son de caracter opcional quedando vacios que
pueden generar cierta variabilidad en las practicas de calidad entre los diferentes
laboratorios. Una de estas evidencias radica en la validacion y la verificacion de
métodos, ambos procesos representan una herramienta estadistica indispensable
dentro del SGC, y tienen como objetivo establecer expectativas realistas con el
analista y confianza con el usuario de que cada uno de los métodos utilizados son

adecuados para los fines previstos (Theodorsson, 2012).

Actualmente la responsabilidad de implementar estos procesos establecidos en el
punto 552 de la Norma Mexicana (NMX), NMX-EC-15189-IMNC-2015/ISO
15189:2012 recae exclusivamente en los laboratorios clinicos en proceso de
acreditacion o acreditados, debido a que el documento esta especificado como

opcional (ema, 2008).

El 31 de enero del afio 2018, el Diario Oficial de la Federacion (DOF) publico el PROY-
NOM-007-SSA3-2017, “Para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios
clinicos”. Esta normativa presenta diversas modificaciones, siendo una de las mas
significativas el numeral 5.5.4. En este apartado se establece que cada laboratorio

debe verificar cada método previo a su uso.



Asimismo, la norma especifica que dichos métodos deben contar con una validacion
previa realizada por el fabricante. En casos excepcionales, si la validacion no ha sido
realizada por el fabricante, el propio laboratorio debe realizarla de manera adecuada y
documentada (SS, 2018).

La entidad mexicana de acreditacién (ema) permite el uso de manuales, guias,
protocolos o directrices, como las publicadas por el Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) con el objetivo de generar evidencia para la verificacion. Entre estas
guias, destacan la EP15-A3, EPG-A, EP17-A2 y EP29-A.

Ademas, la ema ha publicado la "Guia para la validacion y la verificacion de los
procedimientos de examenes cuantitativos empleados por el laboratorio clinico" en
colaboracion con el Centro Nacional de Metrologia (CENAM) (Zamora, 2011), la cual

también se puede utilizar como referencia en este proceso.

En el momento que el PROY-NOM-007-SSA3-2017 entre en vigencia, la validacion y
verificacidon de métodos analiticos cuantitativos pasaran de ser una opcion unicamente
de los laboratorios clinicos acreditados bajo la NMX-EC-15189-IMNC-2015/ISO
15189:2012, a pertenecer a la exigencia legal para cualquier laboratorio clinico en

México.

Aunque las caracteristicas de desempefio requeridas durante la verificacion no son
totalmente idénticas en las dos normas, ambas buscan hacer cumplir con las
competencia técnicas indispensables para que cualquier laboratorio clinico mantenga
la calidad y cumpla con los objetivos de su servicio. Es trabajo de cada laboratorio
determinar la complejidad, costo y tiempo que implica realizar cada uno de los ensayos
descritos en las distintas metodologias de los diferentes manuales y directrices,

asegurando el uso de protocolos generalmente aceptados y rentables.

El PROY-NOM-007-SSA3-2017 abre camino entorno a la calidad y competencia de
cada laboratorio clinico del sector publico, social y privado del Sistema Nacional de
Salud (SNS), incorporando dentro de sus normas a la validacion y verificacion de

métodos analiticos.



Pese a que el proyecto no ha entrado en vigor, el proceso para asegurar el
cumplimiento efectivo de la proxima normatividad en cada laboratorio clinico, por parte
de los profesionales y técnicos del area de la salud involucrados en la organizacion y
funcionamiento de estos establecimientos, es complejo. Por lo tanto, es necesario

llevar a cabo este proceso con anticipacion y responsabilidad

El presente trabajo integra informacion documentada de la validacion y verificacion de
meétodos analiticos cuantitativos dentro de laboratorio clinico, busca generar un
recurso de informacion que sirva para esclarecer las diferencias entre validacion y
verificacion de métodos, asi como explicar el por qué y cuando es necesario
realizarse, ademas de establecer qué es necesario hacer para cumplir con la
normatividad. El trabajo se centra en documentos que incluyen procedimientos
basados en las guias autorizadas por la ema, principalmente las guias del CLSI (ema,
2008).



2. Objetivos

2.1.Objetivo general

Generar un recurso informativo, a través de la recopilacion de informacion
documentada del proceso de validacién y verificacion de métodos analiticos
cuantitativos dentro del laboratorio clinico para que este dirija al lector hacia protocolos

aceptados por la ema de forma sencilla y clara.

2.2, Objetivos especificos

e Explicar los conceptos de validaciéon y verificacion de métodos analiticos por
medio de una revision documental para establecer las diferencias entre ambos
procesos.

e Describir detalladamente el proceso de verificacion del método analitico
cuantitativo mediante el uso de documentos establecidos que permitan
demostrar su importancia como parte del SGC en todos los laboratorios clinicos.

e Recopilar evidencia documental de la validacion y verificacion de métodos
analiticos cuantitativos basados en las guias aceptadas por la ema que ayuden
a establecer ejemplos de verificacion en el laboratorio clinico.

e Analizar el impacto de la validacion y verificacion de métodos dentro del
laboratorio clinico en México a través de articulos, documentos normativos vy
otras referencias bibliograficas disponibles con el fin de establecer la
repercusion de su obligatoriedad con el ahora PROY-NOM-007-SSA3-2017.



3. Marco teorico

3.1.Laboratorio clinico

Un laboratorio clinico es definido por la Secretaria de Salud (2011), como el:

Establecimiento publico, social o privado, legalmente establecido, independiente
o ligado a otro establecimiento para la atencibn médica de pacientes
hospitalarios 0 ambulatorios, que tenga como finalidad realizar analisis fisicos,
quimicos o biologicos de diversos componentes y productos del cuerpo
humano, cuyos resultados coadyuvan en el estudio, prevencion, diagndstico,

resolucion y tratamiento de los problemas de salud (p.3).

La principal mision de este establecimiento es brindar un servicio de alta calidad al
cliente, que incluye tanto al paciente como el médico que representa, ofreciendo
estudios conocidos como analisis clinicos o de laboratorio. Cuando se presenta una
enfermedad o afeccion, el objetivo de estos analisis clinicos, es proporcionar al médico

u otros profesionales de la salud informacién necesaria para (OMS, 2016):

Realizar el diagnostico de enfermedades.
Monitorear el progreso y evolucion de enfermedades.
Evaluar la eficacia del tratamiento médico.

Prevenir enfermedades a través de la deteccion temprana y seguimiento.

o KB 0N =

Contribuir al ambito de la investigacion, epidemiologia y educacion en salud.

Para efectuar cada estudio clinico se requiere obtener muestras bioldgicas especificas
(orina, sangre, liquido cefalorraquideo, tejidos, etc.) para su posterior andlisis. Durante
el proceso se obtiene una magnitud o serie de magnitudes en funcion de la salud del
paciente, es de suma importancia, que los resultados que se emitan sean confiables,
precisos y de calidad (SAS, 2009).

El manejo de muestras bioldgicas infecciosas y sustancias quimicas peligrosas
conlleva un riesgo significativo, se vuelve indispensable que el laboratorio clinico
cuente con personal profesional y técnico capacitado que sea responsable de cada

operacidon, como puede observarse en el organigrama de la Figura 1.
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Figura 1. Organigrama jerarquico y funcional del laboratorio clinico (Imagen modificada
de Fernandez, 2005). El ejemplo se centra en el laboratorio clinico dentro de un hospital en el
que figuran las areas de actividades mas comunes: area administrativa, area hematologia,
bioquimica, microbiologia e inmunologia; los puestos de trabajo y el personal a desarrollar
cada actividad asi como sus responsabilidades principales.

Para asegurar un funcionamiento adecuado, es necesario establecer una estructura
laboral sdélida que abarque numerosos procesos y procedimientos. El término
“‘proceso”, se refiere a una o mas fuentes interrelacionadas y/o actividades que
transforman entradas en salidas. Por otro lado, un procedimiento representa una forma

especifica de realizar una actividad.

Es importante que el tamafo de cada laboratorio se ajuste al espacio y la inversion
disponibles. Ademas, debe contar con una distribucion que incluya todas las areas
necesarias para llevar a cabo eficientemente todos los procesos requeridos
(Fernandez, 2005).



Tapia, Vega & Rojas (2015), establecen que los requisitos estandar que un laboratorio

clinico debe cumplir son los siguientes:

a) Mantener flujos de trabajos adecuados y libres de desechos.

b) Estandarizar el funcionamiento a través de un mapa de procesos conocido

por todo el personal y que se actualice ante cambios en el sistema.

c) Documentar las funciones del personal en un sistema que abarque todos los

procesos.

d) Monitorizar las etapas de preanaliticas, analiticas y postanaliticas, mediante

el uso de indicadores.

e) Contar con un sistema de comunicacion interno y externo eficiente y

apropiado.

f) Colaborar con la proteccién del medio ambiente (p. 796).

Dependiendo de su estructura, los laboratorios se pueden clasificar en dos tipos, como

se menciona en el estudio de Tapia et al. (2015):

1.

2.

Modular: Este tipo de laboratorio esta disefiado con areas separadas que
pueden ser portatiles o permanentes. Cada area tiene funciones especificas
que pueden adaptarse segun las necesidades requeridas.

Abierto: En contraste, el disefio de este laboratorio consiste en areas unidas
sin muros de separacion, lo que permite mayor interaccion y colaboracion entre

ellas.

En ambos casos se debe contar con una estructura general y minima necesaria para

iniciar las operaciones del establecimiento.

Las areas de trabajo dentro de cada establecimiento se organizan de acuerdo con sus

requisitos especificos. Por lo general se encuentran las areas de: hematologia,

quimica clinica, microbiologia e inmunologia. Ademas es posible encontrar areas mas

especializadas como genética molecular, endocrinologia, virologia o epidemiologia

molecular, entre otras (Fraiz, 2003). Puede consultarse la Figura 2, para obtener una

visualizacion de dicha estructura.
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Figura 2. Requisitos minimos de Infraestructura para un laboratorio clinico. El
establecimiento debe contar con: recepcion y sala de espera para para la recepcion de
solicitudes de estudios de laboratorio y entrega de resultados. Servicios sanitarios, area
general de toma de muestras y area de toma de muestras bacteriolégicas o ginecolégicas que
proporcionen privacidad, comodidad y seguridad al paciente. Recursos humanos. Area para
distintas secciones de procesado de muestras donde se realizan los estudios de
laboratorio, (en el caso de realizar actividades incompatibles, es necesaria la separacion con
una barrera fisica). Almacén para guarda de sustancias, materiales y reactivos conforme a lo
establecido. Area especifica para lavado de material, esterilizacién o sanitizacién, y en su caso
un area para el deposito y almacenamiento temporal de RPBI de conformidad con lo
establecido en la NOM-087, como minimo para su funcionamiento (SS, 2011).

El itinerario completo de actividades que se lleva a cabo en un laboratorio clinico se
denomina flujo de trabajo. Este abarca todas las operaciones, desde la solicitud del

estudio hasta la notificacion e interpretacion de los resultados.

Al flujo de trabajo también se le conoce como Proceso Total de Analisis (PTA), y por lo

general se compone de tres etapas principales (OMS, 2016):

1. Preanalitica o preprocesamiento (en la terminologia I1SO): consiste en la
preparacion del paciente (equipamiento e instrucciones para la toma de
muestra), obtenciéon o recoleccidon de muestra, transporte, recepcion en el

laboratorio, registro, y acondicionamiento de muestras.



2. Analitica o procesamiento: consiste en la manipulacion y procesamiento de
muestras, preparacion de reactivos, calibracion, medicion y lectura del
instrumento.

3. Postanalitica o postprocesamiento: consiste en el registro de resultados,
interpretacion de resultados y entrega, asi como el archivo o desecho de la

muestra.
Preparacion del
cliente/paciente
Recogida de muestras p
Q
Notificacion ‘:9,)
v %
O .
S 0
S g}
g Evaluaciones de las
o pruebas de competencia
N del personal
Recepcion y registro
o | de muestras
@
©
W —

Mantenimiento
de los archivos

Pruebas de control
A dela calidad

S r -
€ analitica

Figura 3. Proceso Total de Analisis (PTA) (OMS, 2016). Segun las normas ISO, los
procesos del laboratorio se dividen en tres etapas: preanalitica, analitica y postanalitica.
También se utilizan otros términos similares, como procesos anteriores al analisis, durante el
analisis y posteriores al analisis, o procesos previos a la prueba, durante la prueba y
posteriores a la prueba. Es fundamental contar con un método de detecciéon de errores en
cada fase para asegurar la calidad (OMS, 2016).
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Cuando se gestionan de manera adecuada todos los procesos y procedimientos
dentro del PTA y se establece una estructura clara y practica, se incrementan las
posibilidades de alcanzar los objetivos de cada laboratorio clinico. Ademas se asegura
un mecanismo para la implementacion, supervision y la mejora continua. Esto también
depende del compromiso de la direccion y todas las areas del establecimiento de salud
(OMS, 2016). Cada resultado del laboratorio clinico debe ser obtenido con técnicas
analiticas confiables, precisas y adecuadas para su propoésito, bajo este enfoque se ha
trabajado a lo largo del tiempo en la busqueda de condiciones estandarizadas de

operacion.

Dada la complejidad de cada fase de laboratorio, se han identificado distintos tipos de
errores, es crucial que todo el proceso sea controlado, desde la solicitud de las
determinaciones hasta la interpretacion de los resultados (Ledesma, et al., 2017),
siendo asi como el modelo de SGC que examina todo el PTA logra cumplir los
objetivos respecto a la calidad. Este modelo permite detectar, reducir y corregir las

posibles deficiencias que puedan surgir en los productos o servicios ofertados.
3.2.Calidad dentro del laboratorio clinico

Dentro del laboratorio clinico, el sistema integral involucra numerosos pasos de
actividad y la participacién de distintos profesionales del area para desarrollar los

diferentes procesos y procedimientos con calidad.

A través de los anos este concepto ha ido evolucionando en los laboratorios,
impulsado por el desarrollo cientifico, la automatizaciéon y las nuevas plataformas
tecnoldgicas. Esto ha puesto un desafio en implementacion de nuevas directrices y
mejores herramientas estadisticas que permitan mejorar la calidad (Salazar, 2019). El
enfoque principal radica en lograr, mantener y mejorar la calidad, exactitud,

puntualidad y la fiabilidad de los resultados analiticos (OMS, 2016).

En la Tabla 1 se presentan diversas definiciones generales respecto a la calidad, pese

a que el concepto se origind principalmente en la industria, todas las definiciones se
encuentran enfocadas a las necesidades y requerimientos del cliente (Westgard,
2014).
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Tabla 1. Conceptos generales de calidad (Westgard, 2014).

Definicion Referencia

Totalidad de rasgos y caracteristicas de un producto o = ANSI/ASQC (American National
servicio que caracterizan su habilidad para satisfacer Standards Institute / American

necesidades dadas Society for Quality) A3-1978.
Calidad
Calidad significa apto para su uso Joseph Moses Juran
Calidad significa conformidad con los requisitos Philip Bayard Crosby
La Calidad deberia estar dirigida a las necesidades William Edwards Deming
del cliente

En 1986 la agencia para la proteccion de la salud, Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), enfoco el concepto en las instituciones relacionadas con el cuidado
de la salud y laboratorios de analisis clinicos sefialando que: “La calidad de un servicio
de pruebas de un laboratorio depende de proveer la totalidad de rasgos vy
caracteristicas conforme a la necesidades implicitas o requeridas por usuarios o
clientes” (p.4). Aunque esta definicion no es reciente, aborda de manera precisa el
concepto a resaltar, la multidimensionalidad de la calidad, que incluye aspectos como
el paciente, la muestra, el tiempo de respuesta, el resultado de examen, el formato de
reporte, el registro del paciente, etc., ya que es imposible definir la calidad de un

producto o servicio en términos de una sola caracteristica (Westgard, 2014).

En un mundo globalizado, ha surgido la necesidad de armonizar todas las funciones,
componentes, programas, lineamentos, requisitos, estandares y herramientas en el

laboratorio clinico, a través de la implementacion del SGC.

Segun Westgard (2014), este sistema “brinda toda la estructura organizativa, los
procesos, los procedimientos y las herramientas para implementar las actividades
necesarias para alcanzar los objetivos y los requerimientos de calidad (p.4), mientras
la Gestion de Calidad (GC) describe las actividades o acciones necesarias para
alcanzar tales objetivos y requerimientos” (p.3). En otras palabras, la GC define el
conjunto de actividades y el SGC brinda un plan organizado para implementar esas
actividades. Esta medida se toma con la finalidad de garantizar estandares
consistentes en todo el mundo. Es importante establecer y diferenciar los conceptos

relacionados, que se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Definiciones de calidad (Westgard, 2014).

Definicion
Calidad Grado en el cual un conjunto de caracteristicas inherentes satisface los
requisitos establecidos.

Aseguramiento Parte de la gestion de la calidad que tiene como funcién generar
de la Calidad  confianza en el cumplimiento de los requisitos de calidad establecidos.
Controldela  Parte de la gestién de la calidad que se concentra en garantizar el

Calidad cumplimiento de los requisitos establecidos para la calidad.
Observaciones estadisticas o datos establecidos por una organizacion o
Indicadores de servicio, que caracterizan el rendimiento de un proceso de trabajo
la calidad especifico y tienen evidencia de que la organizacion o servicio cumple
con sus objetivos de calidad.
Gestion de la  Conjunto de actividades coordinadas que tienen como objetivo principal

Calidad dirigir y controlar una organizacion en relacion con la calidad.

Sistema de . . . o

Gestion de Sistema utilizado para dirigir y controlar una organizacion en lo que
Calidad respecta a la calidad.

Politicade la = Se refiere a las intenciones y orientacién global de una organizacién en
calidad relacion con la calidad, y esta expresada formalmente por la alta

direccion.
Elementos Serie de bloques de construccion organizados que conforman la
Esenciales del estructura para la gestion de la calidad, también conocidos como

Sistema de "elementos esenciales del sistema de calidad".
Calidad

La GC abarca politicas, procesos y procedimientos necesarios para organizar, realizar,
y respaldar las pruebas de laboratorio, mientras que el Aseguramiento de la Calidad
(AC) es el producto de este proceso e incorpora elementos del Control de Calidad
(CC) durante todo el PTA. ElI CC es solo un componente primordial para el AC, el cual
a su vez depende de diferentes aptitudes segun se identifica en los elementos
esenciales del sistema de la calidad del modelo de SGC establecido por el CLSI, que

se describira mas adelante (Westgard, 2014).

El significado del CC también ha evolucionado y ha sido reemplazado por el término

de AC, que es un concepto mas amplio dentro del ambito de la calidad.

El AC que abarca el PTA, surge como respuesta a las necesidades actuales. Ya no es
suficiente el control, prediccion y deteccion de errores, sino que se busca garantizar
fiabilidad de inicio a fin asegurando cada componente involucrado (Camisoén, Cruz &
Gonzalez, 2006).
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Durante la etapa analitica se maneja un término mas dificil, “la calidad analitica”, que
es utilizado por profesionales de laboratorio que poseen conocimientos técnicos. Para
el médico y paciente no es sencillo definir, medir o evaluar la calidad en términos
técnicos de interés laboratorio, por consiguiente, es responsabilidad del profesional
comprender las necesidades clinicas e interpretarlas para satisfacer las expectativas
de los usuarios. Los analisis generan resultados numéricos no tangibles, a diferencia
de los productos fisicos, definiendo a la calidad de forma diferente. Con el propdsito de
hacerla una caracteristica cuantitativa se han establecido metas, objetivos y requisitos

que buscan garantizar la conformidad en los resultados analiticos (Westgard, 2014).

En el laboratorio moderno, la calidad analitica se vuelve mas compleja debido a las
diferencias en capacidades, recursos, conocimientos, técnicas y tecnologias variadas.
Aunque cada establecimiento puede adaptar su SGC, a sus propias necesidades,
todos deben garantizar el cumplimiento de los objetivos y requisitos de calidad. La
relacion entre la calidad y seguridad busca detectar y prevenir errores analiticos para
obtener resultados correctos y precisos. El control estadistico de la calidad es una
herramienta rentable para lograr este objetivo, siempre y cuando se disefie e

implemente de forma correcta (Westgard, 2003; Diaz & Santoyo, 2019).

Diversas organizaciones y autoridades en la materia como la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), el Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos
Técnicos de los Medicamentos para Uso Humano (ICH), la Cooperacion Internacional
de Acreditacion de Laboratorios (ILAC), la Organizacion Internacional de
Normalizacién (ISO), la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) y la Federacion Internacional de
Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC), han asumido la responsabilidad de
armonizar el desarrollo de normas, guias, protocolos y directrices internacionales
(ema, 2008; Taverniers, et al., 2004). El objetivo es lograr la uniformidad en el
desarrollo y aplicacién de los estandares establecidos en estos documentos facilitando
la cooperacion internacional en beneficio de los usuarios. A nivel nacional los
gobiernos, organismos y entidades también han desempefiado un papel importante al
fortalecer este objetivo por medio de la implementacion de normas, guias y manuales

aplicados de forma puntual en cada pais.
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3.3.Marco legal correspondiente al laboratorio clinico

El laboratorio clinico como componente importante dentro de los servicios de salud,
esta sujeto a la observancia y cumplimiento de la legislacion sanitaria respectiva
(Ledn, 2002). Actualmente existen diversos mecanismos que ayudan a satisfacer las

especificaciones para su organizacion y funcionamiento.

El primer nivel en este proceso implica el cumplimiento de los requisitos legales para la
operacion, siendo esta diversa en todo el mundo y especifica para cada pais. En
México los laboratorios clinicos pueden funcionar de manera independiente, ligado a
un hospital, o como parte formal de clinicas y hospitales publicos o privados; el
cumplimiento de los requisitos estipulados en la NOM-007-SSA3-2011, determina la
legalidad de la operacion. Esta norma a su vez es regulada, controlada y promovida
por la Secretaria de Salud (SS), a través de la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) (Lopez, 2000).

Las normas aplicables a los Ilaboratorios son diversas y cubren aspectos como
funcionamiento, estructura, organizacion, condiciones ambientales, etc. Todas ellas se
encuentran descritas en la pagina oficial del gobierno de México, especificamente en

el apartado de la SS: hitps://www.gob.mx/salud/documentos/normas-oficiales-

aplicables-a-los-laboratorios?state=published. Ademas de estas normas el laboratorio

clinico también se rige por otros reglamentos, siendo algunos de caracter obligatorio y

otros mas opcionales.

Conocer el marco legal dentro de los sectores publico, social y privado es
imprescindible para operar de manera segura en un area tan compleja como lo es la
salud, ademas es crucial comprender que el proceso de legislacion sanitaria ha
experimentado cambios en linea con los avances técnicos, médicos, de desregulacion
y modernizacion administrativa por lo tanto es necesario mantenerse actualizado en

estos aspectos (Leodn, 2002).

Dentro de los documentos mas relevantes del marco juridico dentro del laboratorio

Clinico en México, encontramos los descritos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Marco legal para el funcionamiento del laboratorio clinico en México (Ledn, 2002;

INER, 2013).

DESCRIPCION GENERAL

Documentos de caracter obligatorio

Ley General de Salud

Ley de Infraestructura de la
Calidad

Normas Oficiales Mexicanas

NOM-007-SSA3-2011. Para la
Organizacién y Funcionamiento
de los Laboratorios Clinicos.

NOM-087-ECOL-SSA1-
2002. Proteccion ambiental.
Salud ambiental. Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos.
Clasificacién y especificaciones
de manejo.

NOM-052-SEMARNAT-2005.
Que establece las
caracteristicas, el procedimiento
de identificacion, clasificacion y
los listados de los residuos
peligrosos.

Documentos de caracter opcional

Normas Mexicanas

NMX-EC-15189-IMNC-2015

Normas ISO
ISO 9001-2008. Medical
laboratories a Requirements for
quality and competence.

Regula y garantiza el derecho a la proteccion de la salud de
todas las personas en México. Establece las bases para el
acceso a los servicios de salud y promueve la colaboracion
entre el gobierno federal y los estados, en temas de salud
publica. Se aplica en todo el pais y busca el bienestar social
a través de disposiciones obligatorias.

Regula y promueve estandares de calidad en areas como
metrologia, normalizacion, certificacion, acreditacién y
verificacion. Garantiza la exactitud de las mediciones, la
conformidad de productos y servicios. Ademas promueve la
acreditacion de organismos de evaluacion. Busca fomentar
la confianza del consumidor y la competitividad empresarial.

Establece los requisitos y criterios que deben ser cumplidos
para la organizacion y operaciéon de los laboratorios
clinicos. Es obligatoria tanto para los establecimientos de
salud como para los profesionales y técnicos del sector
publico, social y privado que participen en los procesos
relacionados.

Establece la clasificacion de los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos y las directrices para su manejo
adecuado. Es de caracter obligatorio para los
establecimientos que generen este tipo de residuos y para
los proveedores de servicios que estén directamente
relacionados con ellos.

Establece el procedimiento para determinar si un residuo es
considerado peligroso. Esta norma contiene listados de los
residuos que se consideran peligrosos, asi como las
caracteristicas que los clasifican como tales.

Especifica los requisitos de calidad y competencia para los
laboratorios clinicos. Se enfoca en el desarrollo de sistemas
de gestién de calidad y la evaluacion de la competencia de
los laboratorios clinicos. Ademas, puede ser utilizada para
confirmar o reconocer la competencia de los laboratorios
clinicos por parte de los clientes, las autoridades
reguladoras y los organismos de acreditacion.

Establece los requisitos de calidad y competencia para los
laboratorios médicos. Esta norma es totalmente coincidente
con la Norma Mexicana (NMX) NMX-EC-15189-IMNC-
2015.
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El 31 de enero del afio 2018 se publicé en el DOF, el PROY-NOM-007-SSA3-2017,
que introdujo importantes modificaciones, una de las principales es la obligacion para
cada laboratorio clinico de verificar el desempefo de los métodos analiticos
cuantitativos, los cuales solo pueden ser utilizados si estan previamente validados de
manera documentada por el fabricante o por el propio laboratorio interno (SS, 2018).
Sin embargo, debido a la falta de rigurosidad, esta obligacion recae unicamente en los
laboratorios clinicos acreditados o en proceso de acreditacion, quienes tienen la
responsabilidad de ofrecer servicios con validez técnica llevando a cabo la validacion o
verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos, segun sea el caso (ema,
2008).

Como se puede observar, aunque contar con las bases legales es una garantia de
calidad en los servicios, la practica a nivel mundial demuestra que este nivel no es
suficiente, y se requieren otros niveles organizacionales para lograr una calidad
integral en los servicios ofrecidos. Si bien las normas dan una pauta de qué hacer para
alcanzar un CC necesario para la funcidén correcta del laboratorio clinico, no describen
cémo aplicar procesos especificos como la evaluacion de desempefio de los métodos,
por esta razon los laboratorios buscan orientacion a través de guias que ayudan a

armonizar estos procesos y garantizar la calidad de sus servicios.
3.4.Certificacion

El segundo nivel que permite ofrecer un servicio de calidad garantizando la
competencia de un laboratorio es el de la certificacion. Segun la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OECD) (2020), la certificacion es el
“procedimiento por el cual se asegura que un producto, proceso, sistema o servicio se
ajusta a las normas, lineamientos o recomendaciones de organismos dedicados a la
normalizacion nacionales e internacionales” (p.5). Para el usuario es un indicador de

calidad y confiabilidad.

Un laboratorio clinico certificado ha pasado por un proceso de evaluacion y
verificacion, el objetivo es asegurar que se cumplen con los requisitos establecidos en

una norma especifica, en México la mas comun en este ambito es la norma ISO
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9001:2015, que aplica a todas las organizaciones sin importar su tipo, tamafo y
producto (ema, 2020). Ademas de la ISO 9001, existen otras certificaciones

especificas para areas como la microbiologia, patologia, quimica clinica, entre otras.

La certificacion se basa en estandares internacionales y son otorgadas por organismos
de certificacion que llevan a cabo auditorias y evaluaciones exhaustivas de sus
procesos, equipos, personal que aseguran que el laboratorio cumple con los
estandares establecidos y que sus practicas y procedimientos son consistentes y
confiables (Lopez, 2000). La certificacion ademas implica que el SGC ha sido evaluado
y se ha determinado que cumple con los criterios de calidad, competencia técnica,

control de procesos y satisfaccion del cliente.
3.5.Acreditacion

El tercer nivel es la acreditacion, este alto grado de reconocimiento es definido por la
Ley de infraestructura de la Calidad (2020), como el “acto por el cual una entidad de
acreditacion reconoce la competencia técnica y confiabilidad de los organismos de
certificaciéon, de los laboratorios de prueba, de los laboratorios de calibracion y de las
unidades de verificacion para la evaluacién de la conformidad” (p.4). En México, la
entidad encargada de evaluar y acreditar los laboratorios clinicos es la ema, utilizando
como referencia la norma NMX-EC-15189-IMNC-2008/ISO 15189:2015, que establece
los criterios generales para la operacion de los organismos de evaluacion de la
conformidad (Sierra, et al., 2008).

El proceso de acreditacion implica una evaluacién rigurosa, que incluye auditorias,
inspecciones, revisiones de documentos y pruebas de desempefio. Su objetivo
principal es brindar confianza tanto a los pacientes como profesionales de salud, ya
que garantiza que el laboratorio cumple con altos estandares de calidad y competencia
técnica. La acreditacion en el pais es un reconocimiento oficial y voluntario que
demuestra el compromiso del laboratorio con la excelencia en la prestacion de
servicios de salud (SAE, 2022). La norma 1SO15189, se ha establecido como una
referencia para los laboratorios clinicos que desean demostrar el cumplimiento de los

requerimientos descritos en la Tabla 4.
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Tabla 4. Objetivos que el laboratorio clinico demuestra con la acreditacién por la ISO
15189 (Gordillo, 2016; Terrés, 2007).

Objetivos Definicion
Se implementa un SGC que proporciona una estructura organizativa,
Operar un procesos, procedimientos y herramientas para implementar las actividades
sistemade  ocesarias para alcanzar los objetivos y los requerimientos de calidad.
gestlon Ademas de la revisidon sistematica de todos los procedimientos operativos
eficazy en i . o . . .
mejora con el fin de identificar las posibles fuentes de no conformidad o areas de
continua mejora tonto en el SGC como en los procedimientos.
Se verifica la competencia técnica del personal, asi como la adecuacioén de
Ser las instalaciones y las condiciones ambientales. Se utilizan métodos o
técnicamente procedimientos validados, equipo y patrones confiables con trazabilidad. La
competente competencia técnica se considera como la capacidad de generar resultados

Ser capaces

confiables, oportunos y médicamente relevantes.

Ademas del SGC y la competencia técnica, se implementan programas de
AC que se concentren en detectar, evaluar y corregir posibles errores, en

de producir las fases preanalitica, analitica y postanalitica. El objetivo es generar
resultados de resultados técnicamente validos, incluyendo la descripcién de un Programa
examen de Control Interno y un Esquema de Evaluacion Externa que cumplan los
confiables  gstandares y requisitos establecidos por normas nacionales o

internacionales.

La ema evalua la competencia técnica de un laboratorio en funcién de los siguientes

criterios de evaluacion (ema, 2020):

1) Los requisitos establecidos en el punto 5.6 del “Manual de procedimientos

Evaluacion y acreditacion de laboratorios”, basado en la norma NMX-EC-15189-
IMNC-2015/ 1SO 15189:2012.
2) La Norma NMX-EC-15189-IMNC-2015/ISO 15189:2012.

3) La Ley de Infraestructura de la calidad.

4) El sistema de gestion propio desarrollado para el cliente.

5) Las disciplinas o métodos incluidos en el alcance de la acreditacion solicitada

por el cliente.

La acreditacion es un proceso en el cual una entidad externa verifica y confirma la
competencia y capacidad de un organismo para llevar a cabo evaluaciones de
conformidad de manera adecuada y confiable. La evaluacién de la conformidad se

refiere a la evaluacion del nivel de cumplimiento con las normas oficiales mexicanas,
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normas mexicanas, disposiciones técnicas emitidas por el IFT, normas internacionales
u otras especificaciones, requisitos o caracteristicas. Esto abarca procedimientos
como certificacion, verificacién, ensayo, muestreo y calibracién (ema, 2020), como se

detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Contenido de la norma ISO 15189: 2003 por capitulos (Terrés, 2007).

Capitulos de la Norma ISO 15189: 2003

1. Introduccién 4.11. Acciones preventivas

2. Alcance 4.12. Mejora continua

3. Definiciones y terminologia 4.13. Control de registros

4. Requisitos del sistema de gestion 4.14. Auditoria interna

4.1. Organizacion 4.15. Revisién de la direccién
4.2. Sistema de gestion 5. Requisitos técnicos

4.3. Control de documento 5.1. General

4.4. Revision de contratos 5.2. Instalaciones y condiciones ambientales
4.5. Subcontratacion 5.3. Equipo de laboratorio

4.6. Abastecimientos 5.4. Procedimientos preexamen
4.7. Servicio al cliente 5.5. Procedimientos de examen
4.8. Quejas 5.6. Control de la calidad

4.9. Control de no conformidades 5.7. Procedimientos post examen
4.10. Acciones correctivas 5.8. Informe de resultados

Es importante recalcar que la acreditacion es un proceso periédico, generalmente
tienen una validez de afos, pero los plazos pueden variar segun los reglamentos y
politicas de la ema. Los laboratorios deben mantener un sistema de mejora continua y
someterse a auditorias regulares para mantener su estatus acreditado. Esto asegura

que se mantenga la calidad y competencia del laboratorio a lo largo del tiempo.
3.6. Acreditacion en México y América Latina

La norma ISO 15189, “Medical laboratories. Requirements for quality and competence”
comenzo a circular a finales del afno 2003, lo que brindd a los laboratorios clinicos la
oportunidad de evaluar la calidad de sus servicios de acuerdo con estandares
reconocidos a nivel nacional e internacional. Esto abarcé tanto la gestion de calidad
como la competencia técnica del laboratorio. En América Latina, existen diferentes

organismos y entidades de acreditacion en cada pais (Sierra, 2008; Westgard, 2013).
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En México, la ema ha estado acreditado a los laboratorios clinicos desde 1999, afio en
el que nace esta organizacion, con la autorizacion de nueve dependencias del
ejecutivo federal que emiten las NOM de cumplimiento obligatorio. Inicialmente se
aplicaron normas a laboratorios de ensayo como son: la NMX-CC-13-1992, NMX-EC-
025-IMNC-2000 y NMX-EC-17025-IMNC-2000, sin embargo, a partir del trabajo del
Grupo de Trabajo de Laboratorios Clinicos (GTLC) en septiembre de 2005 se realiza la
primera evaluacion bajo la Norma ISO 15189:2003 (Sierra, 2008; ema, 2008).

En al ano 2004 algunos organismos de certificacion en América Latina iniciaron la
traduccion de la norma al espafnol, marcando el comienzo de una nueva era para la
calidad en la region. La disponibilidad de la norma en el idioma local facilité su
implementacion y adopcion por parte de los laboratorios. Es el 22 de septiembre del
ano 2006 cuando entra en vigor la NMX-EC15189-IMNC-2006/ISO 15189:2003 que

homologa a la norma internacional 1ISO1589.

Hasta el afo 2009, se habian acreditado 18 laboratorios clinicos bajo la norma
mexicana, que paulatinamente para el afio 2012 sumaban 28 laboratorios clinicos y 2

bancos de sangre (Sierra, 2008; Quintana, 2015).

En la actualidad, México se coloca dentro de los primeros lugares en las Américas en
términos de acreditacion, contando hasta el afio 2020 con 151 laboratorios clinicos
acreditados. Sin embargo, a diferencia de otros paises como Canada, en México la

acreditacion es hasta ahora voluntaria (ema, 2020),

Aunque actualmente se cuenta con una suma importante de laboratorios acreditados,
el numero de estos ha incrementado moderadamente considerando que hasta el afno
2017 se contaba con 10000 laboratorios clinicos publicos y privados en
funcionamiento, dejando en muchos de ellos vacios en el camino hacia la calidad. Los

numeros indican que aun hay un camino largo por recorrer en términos de calidad.

La Tabla 6, concentra informacion de varios paises de América Latina, incluyendo la
poblacién total, el numero total de laboratorios clinicos publicos y privados, asi como
su respectiva institucion acreditadora, el numero de laboratorios acreditados y el

porcentaje de este hasta el afio 2017.
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Tabla 6. Porcentaje de laboratorios acreditados por pais vs. nimero total de laboratorios del pais (Pasquel, 2018).

Pais

Argentina
Bolivia

Brasil
Chile

Colombia
Costa Rica
Cuba
Ecuador
Guatemala
Honduras
México
Paraguay

Peru
Republica
Dominicana

Uruguay

Venezuela

Poblacién
(millones de
habs.)

43,85
10,89

207,70
17,91

48,65
4,86
11,48
16,39
16,58

9,11
127,50

6,73
31,77
10, 00

3,44

31,57

No. de Laboratorios

Publicos

s/d

700

5700
328

s/d
s/d
468
s/d
150

s/d
3000

182
s/d
288

76

1200

Privados

6300

1300

15000
472

s/d

s/d

s/d
4000
1200

s/d
7000

600

331

154

3000

Total
por pais

9000
2000

20700
800

3283
443
468

4000

1350

400
10000

782
4500
619

230

4200

No. de lab.
acreditados

959

0

435

o o » v o » O
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% de lab.
acreditados

10.66%
0%

2.10%
0.38%

0.18%
0.90%
0%
0.13%
0.30%

0%
0.92%

0%
0%
0.48%

0.43%

0.02%

Institucion Publica Acreditadora

Organismo Argentino de Acreditacion (OAA)
Organismo Boliviano De Acreditacion (OBA)
Direccion Técnica de Acreditacion del
Instituto Boliviano de Metrologia
Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO)
Instituto Nacional de Normalizacion (INN)/
Sistema Nacional de Acreditacion (SNA)
Organismo Nacional de Acreditacion
Colombiana (ONAC)

Ente Costarricense de Acreditacion (ECA)
Organo Nacional de Acreditacién de la
Republica de Cuba (ONARC)
Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE)
Organismo Guatemalteco de Acreditacion
(OGA)

Organismo Hondurefio de Acreditacion (OHA)
Entidad Mexicana de Acreditacion (ema)
Organismo Nacional de Acreditacion de
Paraguay
Instituto Nacional de Calidad (INACAL)

Organismo Uruguayo de Acreditacion

Organismo de Acreditacion de la Republica
Dominicana (ODAC)
Servicio Auténomo Nacional de
Normalizacion de Calidad Metrologia y
Reglamentos Técnicos (SENCAMER)
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Figura 4. Porcentaje de laboratorios acreditados por pais vs. numero total de
laboratorios del pais (Pasquel 2018). Hasta agosto de 2017 paises como Bolivia, Cuba,
Honduras, Paraguay y Peru, no contaban con ningun laboratorio clinico acreditado. A
diferencia de estos paises, Argentina, Brasil y México tienen los porcentajes mas altos de
laboratorios acreditados con 10.66%, 2.10% y 0.92% respectivamente; Chile, Colombia, Costa
Rica, Ecuador, Guatemala, R. Dominicana, Uruguay y Venezuela son paises que no exceden
el 0.5% de laboratorios clinicos acreditados; todos los paises en la lista cuentan con una
Institucion Publica Acreditadora sin embargo por su situacion politica algunos se encuentran
inactivos, lo que trunca el proposito de acreditarse.

De acuerdo con Pasquel (2018), hasta el afio 2017 México contaba con el 0.92% de
laboratorios acreditados bajo la norma NMX-EC15189-IMNC-2015 / ISO 15189:2012,
con un total de 3000 laboratorios publicos y 7000 privados, colocandose entre los tres
primeros paises con mayor numero de laboratorios acreditados bajo la ISO 1589 en
América Latina por detras de Argentina y Brasil. Sin embargo existe una notable

desproporcion notoria en los laboratorios acreditados en esta region del continente.

A lo largo de los afos, las desigualdades sociopoliticas de los paises han causado
enormes diferencias, ocasionando un impacto significativo y critico en el proceso de
acreditacion. Basta con observar la Tabla 6, donde se evidencia que paises como
Bolivia, Honduras, Peru y Paraguay no cuentan con ningun laboratorio acreditado en

sus respectivas naciones.
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Incluso teniendo un ente acreditador y guias para la acreditacion, paises como Cuba
no ha logrado acreditar ninguno de sus 468 laboratorios publicos. El contraste lo
representa Brasil, por ejemplo, que cuenta con tres entes acreditadores: EI INMETRO,
por parte del gobierno, tiene 5 laboratorios acreditados, el Sistema Nacional de
Acreditacion patrocinado por la Sociedad Brasileha de Analisis Clinicos, con 320
laboratorios acreditados. Por ultimo el Programa de Acreditacion de Laboratorios
Clinicos, que tiene su propia norma, cuenta con cerca de 110 laboratorios clinicos
acreditados. Otro claro ejemplo de esta marcada diferencia lo representa Argentina,
que en total cuenta con un 10.66 % de laboratorios acreditados de sus 9000

laboratorios clinicos publicos y privados (Pasquel, 2018).

Para finales del afno 2020, la ema como organismo acreditador en México, tenia
registrado en su base de datos a 151 laboratorios clinicos acreditados. La Grafica 1,
muestra la distribucién de los laboratorios clinicos acreditados bajo la norma ISO
15189:2012/NMX-EC15189-IMNC-2015, en toda la Republica Mexicana.

Laboratorios acreditados en México
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No. de laboratorios acreditados bajo la
ISO 15189:2012/NMX-EC15189-IMNC-
2015

Aguascalientes 1

Estados de la Republica Mexicana

Gréfica 1. Laboratorios clinicos acreditados en México bajo la ISO 15189:2012/NMX-
EC15189-IMNC-2015. De las 32 entidades federativas (31 estados y 1 capital federal) solo 27
estados cuentan con laboratorios clinicos acreditados en su regién. La Capital del pais es la
region con mayor numero de laboratorios acreditados (26), siendo Aguascalientes, Campeche,
Guerrero, Nayarit, Oaxaca, Tamaulipas y Tlaxcala los estados con menos laboratorios
acreditados (1). La ema también ha acreditado a laboratorios clinicos fuera del pais,
acreditando un total de 5 laboratorios clinicos entre Republica Dominicana y Pert (ema, 2020).

24



Ademas de los laboratorios clinicos, la ema cuenta con una base de datos que permite
examinar a los laboratorios acreditados en diferentes areas, como investigacion,
calibracion, ensayo, ciencias forenses, bancos de sangre y vacunas. El catalogo de
acreditados y reconocidos se puede encontrar en la siguiente enlace:

https://www.ema.org.mx/portal v3/.

México tiene un compromiso firme con la acreditacion y desempefia un papel
importante en el fendmeno de la calidad que ha permitido generar diversos organismos
y entidades encargados de promover y facilitar la acreditacion de laboratorios,
instituciones y servicios en distintas areas. Es un pais que se encuentra en una etapa
temprana en cuanto a la cultura de la calidad, el camino hacia el logro de los objetivos

en este ambito es largo.

La norma vigente, NMX-EC15189-IMNC-2015/1SO15189:2012, otorga la acreditacion a
laboratorios clinicos de diversas dimensiones, con volumenes variables de muestras
procesadas y sistemas analiticos mas o menos automatizados, junto a estas
diferencias también radica la inversion de tiempo y dinero de cada laboratorio en el

manejo de la calidad.

El desafio para América Latina sigue latente, generar guias y directrices para lograr la
implementacion efectiva de un SGC. Es fundamental que estos sistemas se basen en

aplicaciones practicas y reales para que se alcance un acceso equitativo a ellos.

Cada laboratorio se enfrenta al papel de fortalecer capacidades que permitan cumplir
con los estandares de acreditacion, esto implica, mejorar: infraestructura, capacitacion

del personal y establecer procesos de mejora continua.

La falta de recursos financieros seguira presente, especialmente para laboratorios de
bajos recursos, ya que la acreditacion requiere de inversiones significativas. Promover
la cultura de calidad en todos los niveles del sistema de salud genera un desafio, pero
es fundamental formar conciencia sobre su importancia, no solo para los
establecimientos, sino para el paciente. Hasta hoy, ningun pais de la region ha
adoptado la norma ISO 15189 como una regulacion obligatoria, no obstante varios
paises se han comprometido en incluir conceptos de esta norma internacional en sus

propias regulaciones.
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3.7.Validacion y verificacion de métodos analiticos como parte del Sistema de
Gestion de Calidad

Antes conocida como validacidon primaria, la validacion de métodos analiticos dentro
del laboratorio clinico es un proceso de evaluacion inicial. El fabricante de reactivos,
procedimientos e instrumentos de medicion es el encargado en proporcionar las
especificaciones técnicas del desempefio del método, por lo general, esta informacién
se encuentra en el instructivo de uso de los reactivos o en el inserto. Es posible que en
determinados casos se necesite realizar la validacion dentro del laboratorio clinico,

como se precisara mas adelante.

La validacion se evalua mediante guias internacionales. En esencia, esta herramienta
es un proceso estandar en el que se obtiene informacién para su posterior analisis con
el fin de evaluar de manera estandar su aceptabilidad, es un proceso mas exhaustivo y

extenso que la verificacion (Theodorsson, 2012; Bignardi, 2016).

El manual de la ema también recomienda que el laboratorio clinico presente una
comparaciéon acerca de la informacion dada por el fabricante respecto a bibliografia
cientifica sobre el mismo método de medicion, con el fin de respaldar la informacion

proporcionada y asegurar la confiabilidad de la validacién (ema, 2008).

Aunque la validacion corresponde a los fabricantes, sigue siendo responsabilidad del
laboratorio confirmar que se hayan recolectado los datos adecuados y que estos

muestren que los nuevos métodos cumplen con un desempefo aceptable para su uso.

La verificacion, conocida como validacion secundaria, se realiza después de la
validaciéon. En este proceso, se limita a confirmar los datos de validacion bajo
condiciones del laboratorio clinico de rutina para garantizar que el método se utilice

segun el propdsito previsto.

Es responsabilidad especifica del analista quimico encargado, el planificar y aplicar la
verificacion de métodos. Asimismo entender todo el proceso es de utilidad para los
jefes de laboratorio encargados de la supervision de esta herramienta analitica
(Eurachem, 2016).
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La informacion obtenida a través de la validacion y verificacidon nos permite evaluar el
nivel de error presente en el método, asegurando asi que la magnitud del error no
afecte la interpretacion del resultado del examen ni comprometa el cuidado del
paciente. En caso de que los errores fueran significativos y comprometieran la
interpretacion de resultados para el paciente, el método no seria aceptado (Rodriguez,
2021).

La verificacién y validacion son fundamentales en un SGC para garantizar la calidad
de los analisis ofertados, prevenir errores y cumplir con los requisitos y expectativas
establecidos. El camino hacia la calidad es un proceso complejo que no se logra por
casualidad, requiere de actividades cuidadosamente planificadas y gestionadas para
lograr la calidad total. Uno de los elementos clave en un SGC corresponde a diferentes
aptitudes conocidas como Elementos Esenciales del Sistema de la Calidad, estos
pueden variar ligeramente en su terminologia y estructura, dependiendo del marco de

referencia utilizado.

Uno de los manuales mas comunes en el campo es el “Manual del Sistema de Gestion
de la Calidad de Laboratorio”, desarrollado por la OMS, el CLSI y los CDC. Dentro del
manual se presentan los doce “puntos esenciales del sistema de gestién de calidad”,
que representan diferentes elementos esenciales necesarios para dirigir y controlar la
calidad de las pruebas y servicios en un laboratorio clinico (OMS, 2016; Westgard,
2014).

Estos doce puntos son considerados pilares fundamentales ya que proporcionan
pautas para dirigir y controlar la calidad de las pruebas y servicios que ofrece el
laboratorio clinico. Abarcan todas las fases o etapas analiticas, aunque no hay un
orden especifico para su desarrollo e implementacién. Su objetivo es de garantizar que
se cumplan con los estandares y requisitos establecidos por las normas y regulaciones

correspondientes.

En la Tabla 7 se recopilan los puntos o elementos esenciales descritos en el manual

antes mencionado junto con sus caracteristicas generales.
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Tabla 7. Puntos esenciales del SGC dentro del laboratorio clinico (Westgard, 2013).

Puntos
esenciales

Organizacién

Foco en el
cliente

Instalaciones
y seguridad

Personal

Compras e
inventario

Equipamiento

Gestion del
proceso

Documentos
y registros

Caracteristicas

La alta direccion debe comprometerse con la calidad y liderar la
planificacién del SGC. Se recomienda contar con un equipo de direccién
de la calidad y un gerente, asi como establecer una politica de la calidad.
Se debe definir metas y objetivos que guien el procesos y midan el
desempefio del laboratorio.

Es importante entender las necesidades de los clientes, consumidores y
usuarios, como lo son, pacientes, médicos, enfermeras y equipo médico,
incluyendo el personal de laboratorio. La direccion debe planificar y
desarrollar procedimientos que se enfoquen en las necesidades de los
clientes, para después monitorear el desempeno, la calidad, la
satisfaccion al cliente y las quejas.

Se necesita un espacio disefiado apropiadamente para proporcionar los
servicios técnicos. Los programas de seguridad son esenciales para
proteger a los pacientes, al hospital y al personal de laboratorio de
cualquier dafio proveniente de las operaciones en el mismo.

Es necesario contar con personal profesional y técnico calificado para
garantizar la calidad. Se requiere de capacitacion en servicio y educacion
continua para mantener y actualizar las habilidades técnicas y el
conocimiento cientifico. Es preciso realizar evaluaciones periddicas de
competencia para mantener un personal capacitado.

El laboratorio debe especificar requisitos de provisiones, materiales y
servicios para asegurar el cumplimiento de las metas y objetivos de la
calidad. Asegurarse de considerar las especificaciones técnicas y costos,
incluso si hay otros responsables. Responsabilizarse de examenes y
calificaciones necesarias para garantizar la calidad de los materiales
entrantes. Son importantes los procesos de inventario, seguimiento y
monitoreo del almacenamiento, asi como los nuevos pedidos.

La adquisicion de equipamiento analitico y sistemas es una actividad
critica ya que la calidad de las pruebas es determinada por la calidad de
los sistemas analiticos adquiridos en la industria. Es esencial desarrollar
especificaciones y revisar el desempeno de los sistemas disponibles, asi
como la seleccion en base al costo-calidad, la calificacion y la validaciéon
del desempefio en el laboratorio y el mantenimiento continuo.

Este punto cubre todo el PTA, incluyendo el disefio de procesos, la
verificacion o validacion del desempefio, el control continuo, el monitoreo
a través de esquemas de evaluacion externa, la gestion de eventos y el
inicio de acciones correctivas y preventivas.

Es importante contar con documentos y registros que cumplan con
requisitos de contenido y formato. Se necesita un SG de documentos para
asegurar la identificacion y actualizacion de politicas, procesos,
procedimientos y formularios. Ademas se necesita un SG de registros
para monitorear la creacién, identificacién, cambio, retencion vy
almacenamiento adecuado de los registros
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Tabla 7. Puntos esenciales del SGC dentro del laboratorio clinico (Westgard, 2013).

Puntos
esenciales

Gestion de la

informacion

Gestion de
eventos de no
Conformidad

Evaluaciones

Mejora
continua

Caracteristicas

La gestion de informacion es importante para mantener un servicio eficaz.
La distribucién de informes y resultados se logra a través de sistemas de
informacion electrénica. Debe asegurarse la seguridad del acceso y la
confidencialidad de la informacion, asi como la exactitud de los informes, el
almacenamiento y la retencién de registros.

La gestion de incidencias se refiere a la identificacion y manejo de eventos
de no conformidad, que incluyen errores, problemas, fallas de aparatos,
informes de incidentes criticos y quejas. El conocimiento las incidencias
debe llevar a la implementacion de acciones correctivas y preventivas asi
como mejoras continuas. Las incidencias desconocidas, como posibles
fallas en los procesos, deben abordarse utilizando técnicas de gestion de
riesgos.

Las evaluaciones continuas son fundamentales para evaluar la calidad y el
desempefio del laboratorio. Se utilizan diferentes técnicas, como controles
de proceso e indicadores de la calidad y el desempeino para monitorearlas.
Las auditorias periddicas y la revisidbn son importantes. Ademas, las
evaluaciones externas incluyen programas de pruebas de aptitud,
programas de comparacion de resultados, inspecciones y acreditaciones.

La informacién de no conformidades, evaluaciones internas y externas,
auditorias y la revisiéon de la direccién deben identificar las necesidades de
mejora y resultar en planes de accién especificos que mejoren el servicio.
En contraste con las acciones correctivas y preventivas, la mejora continua
deberia apuntar a eliminar los problemas y alcanzar nuevos niveles de
calidad y desemperio.

Dentro del marco de los doce puntos esenciales del SGC, la gestion del proceso

representa un elemento con distintas actividades y funciones necesarias para

garantizar los elementos de salida dentro de un laboratorio clinico. Su enfoque

principal radica en detectar, evaluar y corregir los errores posibles, abarcando cada

una de las fases del PTA.

Esta area se encarga del control de actividades necesarias en el analisis de las

diferentes muestras con las que trabaja cada establecimiento; incluye ademas

aspectos y actividades relacionadas con el AC, si bien los puntos esenciales no forman

parte del aseguramiento, si son esenciales para que se cumplan los objetivos de

calidad (Westgard, 2014). La Tabla 8 detalla los procedimientos y caracteristicas que

componen a la gestién del proceso.
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Tabla 8. Gestion del proceso dentro del SGC en el laboratorio de analisis clinicos.

Diseno

Verificacion o
validacion del
desempefio

Monitoreo a
través de
Esquemas de
Evaluacion
Externa de la
Calidad (EQA) e
indicadores de la
calidad

GESTION
DEL
PROCESO

Control continuo

Gestion de
eventos o
cambios

Inicio de acciones
correctivas y
preventivas

Caracteristicas
Es un enfoque sistematico que permite crear y mejorar
los procesos con el objetivo de lograr una mayor
eficiencia, calidad y satisfaccion al cliente.
Los procesos criticos para la calidad del producto del
laboratorio necesitan una validacién y/o una verificacion,
para confirmar su uso previsto antes de su
implementacion.
La EQA, es un sistema que permite evaluar de manera
objetiva el rendimiento de un laboratorio clinico utilizando
una agencia o instalacién externa. Es un indicador de la
calidad, que es la medida del grado para el cual un
conjunto de caracteristicas inherentes satisface los
requisitos, se recomienda que esta medicion sea
expresada en términos del nimero de defectos por
millén de oportunidades u ocasiones (DPMO) o en la
escala seis sigma.

Estrategia sistematica y periddica para mejorar la calidad
de un laboratorio, abarcando tanto los elementos de
entrada como de salida que conectan estos procesos.
Se trata de una estrategia que busca resolver
problemas, incluso aquellos que son dificiles de
describir, a través de la mejora de uno o varios procesos.

Asegura que el proceso sea  monitoreado
constantemente, lo que permite la mejora continua. Se
debe priorizar los procesos que tengan una relacién
directa con un riesgo de alto impacto.

La accidn preventiva se implementa para eliminar la
causa de una no conformidad potencial u otra situacion
indeseable y pretende eliminarla antes de su existencia,
evitando problemas, identificando los riesgos y previenen
la ocurrencia de las no conformidades.

El documento del CLSI, HO1-A2, “A Quality Management System Model For Health
Care”, es una guia complementaria que proporciona una estructura y un enfoque
integral sistematico para dirigir organizaciones enfocadas al cuidado de la salud con
calidad. Este documento describe de forma mas detallada los puntos esenciales del

SGC, dentro de ellos a la gestion del proceso.

En su descripcidon se evidencia que este punto esencial va mas alla del CC, ya que
abarca el disefio, validacidén y control del proceso de produccién, con el objetivo de

cumplir con las necesidades del cliente, es decir, lograr la calidad prevista de los
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resultados de las pruebas. Esto indica la necesidad de un enfoque mas amplio en el

SC, con el fin de cumplir con este punto esencial.

Los caracteristicas que se describen en la gestién del proceso incluye lo siguiente
(Westgard, 2014):

¢ Identificar las necesidades y expectativas del cliente para cumplir con el disefio
del producto o servicio.

e Disenar y documentar operaciones de trabajo, ya sean habituales, nuevas o
modificadas de acuerdo con las necesidades y expectativas del cliente.

e Determinar y validar o verificar las especificaciones de desempefio de los equipos
y suministros.

e Establecer los plazos de entrega para la produccion de un producto o la
prestacion de un servicio.

e Validar y/o verificar que los procesos nuevos o modificados cumplan con el
proposito y las expectativas del cliente.

e Asegurarse que los procedimientos documentados estén disponibles en todas las
areas de trabajo.

e Desarrollar e implementar un programa de control de calidad.

e Seleccionar y utilizar herramientas estadisticas apropiadas para documentar el

desempenio del proceso.

Dentro de la gestion del proceso, una de las herramientas estadisticas mas
importantes dentro de la fase analitica, corresponde a la validacién y verificacion de

métodos analiticos.

Estas herramientas varian en funcion de diferentes criterios, por ejemplo, si se trata de
un método normalizado o no y el tipo de método, ya sea un método cualitativo o

cuantitativo.

En el contexto del laboratorio clinico, un método analitico es el conjunto de
operaciones descritas de manera especifica, utilizada en la realizacion de un analisis
de acuerdo con un método determinado. Abarca el material y equipamiento necesario

para llevar a cabo un analisis quimico y obtener un resultado o medicion (OMS, 2016).
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Por sus caracteristicas y de acuerdo con los resultados que producen, estos se han

clasificado en la Tabla 9.

Tabla 9. Tipos de métodos analiticos en el laboratorio (OMS, 2016).

Tipo de método Caracteristicas generales
Mide la cantidad exacta y precisa de analito presente en la
Cuantitativo muestra. La mediciéon se expresa como una unidad de medida

concreta. La urea por ejemplo se reporta en mg/dL.

Evaluan la presencia o ausencia de sustancias o elementos
especificos, asi como de caracteristicas determinadas, como la
morfologia celular. Los resultados no se expresan en una unidad
de medida, si no en resultados cualitativos: “positivo”, “negativo”,

Cualitativo “reactivo”, “no reactivo”’, “normal”’, “anémalo” o describiendo
caracteristicas mas especificas. Por ejemplo, los inmunoldgicos
que reportan la presencia o ausencia de antigenos y anticuerpos, o
algunas pruebas bioquimicas.

No proporciona resultados numéricos, los resultados de estos
analisis reflejan la estimacion de la cantidad de la sustancia
presente en la muestra. Se expresa frecuentemente en términos

Semicuantitativo como “cantidad minima”, “cantidad moderada” o también son
usados los signos como +, ++, +++. Las tiras reactivas para orina,
o algunas aglutinaciones que ofrecen un titulo son un ejemplo, ya
que no ofrecen un valor exacto.

En la actualidad el concepto de sistema analitico se integra de manera mas precisa en
lo que respecta a la validacién y verificacion analitica. La definicién del término se
refiere a la sinergia y la interaccion entre equipos, reactivos, materiales, documentos,
materiales de referencia, analistas y variables operativas que se utilizan en un método
de analisis para generar un resultado (Rodriguez, 2021). Es una perspectiva que
reconoce la importancia de considerar todos los elementos que influyen en la calidad

de los resultados.

Cuando se decide adoptar un método en particular para introducirlo a los analisis de
rutina, el objetivo es seleccionar aquel que tenga la mayor oportunidad de alcanzar los

requisitos de servicio establecidos.

Para lograr este objetivo, primero se identifican los requisitos buscando en la literatura
técnica, y luego se elige el método cuyas caracteristicas se ajustan de manera 6ptima

a los requisitos propios del servicio del laboratorio clinico.
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Las caracteristicas mas importantes que se evaluan en un método se pueden clasificar

en varias categorias segun lo propuesto por Westgard, (2013):

e Caracteristicas aplicacion: Son factores que determinan si un método puede ser
implementado en una situacion, por ejemplo: costo de examen, tipos de muestras
que pueden analizarse, volumen de la muestra, tiempo de entrega de resultados,
carga de trabajo, requisitos de equipo y personal, espacio disponible, transporte y
consideraciones de seguridad.

o Caracteristicas metodolégicas: Son factores que contribuyen a un mejor
desempeio, como lo son: la seleccién de la reaccion quimica, la optimizacion de
las condiciones de reaccion, los principios de estandarizacion y calibracion, asi
como el rigor del procedimiento analitico en términos de sensibilidad y
especificidad analiticas del método.

e Caracteristicas de desempeno: Son factores que en la practica muestran qué tan
bien se funciona un método, mediante caracteristicas como, el rango reportable,
precision, recuperacion, interferencia, exactitud y algunas veces el limite de

deteccion.

A lo largo del tiempo los métodos analiticos cuantitativos se han adaptado a
tecnologias, técnicas analiticas y nuevos equipos que se consideran sistemas
analiticos de examenes multiples, complicando el proceso de seleccién. No se debe
perder el objetivo y justificacion de las caracteristicas de desempefio importantes para

cada laboratorio.

En primer lugar se vuelve necesario pasar por una revision exhaustiva de la literatura
que permita observar las caracteristicas de desempefio. Una vez seleccionado el
método, el laboratorio debe validar o verificar las caracteristicas de desempeno de

todos los examenes en el sistema.

La validacién y verificacion de métodos son herramientas que establecen expectativas
realistas para el analista y el usuario, asegurando que cada uno de los métodos mide
correctamente las concentraciones en matrices bioldgicas, y los resultados son
precisos y adecuados para el propdsito propio de cada establecimiento (Westgard,
2013; Nichols, 2009).
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3.7.1. ;Cual es la diferencia entre validacion y verificacion?

La validacion es un proceso que permite definir un requisito analitico y confirmar que
un método analitico cuenta con capacidades necesarias para su aplicacion (Eurachem,
2016). El objetivo del proceso es demostrar que un método es adecuado y aplicable a
un tipo especifico de muestra de ensayo, asi como a un rango de concentracion
definido del analito de interés (llamado en conjunto "sistema analitico”), y que por ende
mide realmente lo que esta destinado a medir, cumpliendo su uso previsto (Taverniers,
et al., 2004).

La norma ISO 15189 emplea el término “uso previsto” para describir la aplicacién
especifica de un examen de laboratorio. Sin embargo, en el contexto de validaciéon y
verificacion este término abarca un concepto mas amplio que incluye elementos tales
como el tipo de muestra, volumen de muestra, entre otros aspectos relevantes. Es
importante tener en cuenta que si existen diferentes usos previstos para el método

entonces se deben realizar validaciones para cada uno de ellos (Westgard, 2013).

En la Tabla 10, se presentan diferentes definiciones de validacion, lo cual es util para

comprender mejor el concepto y sus diferentes enfoques.

Tabla 10. Definiciones del concepto de validacion de documentos nacionales e

internacionales (Eurachem, 2016; ema, 2008).

Definicion Referencia
Confirmacion, a través de la aportacion de evidencia objetiva, de que se 1SO 9000
han cumplido los requisitos para un uso o aplicacién especifico previsto
Confirmacion, a través del examen y aportacion de evidencias objetivas,
de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico ISO/IEC 17025
previsto
Verificacién*, donde los requisitos especificados son adecuados para un \I/ntergaltlonalf
uso previsto ocabuiary o
Metrology (VIM)
Confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han
. - . L C T NMX-CH-152-
cumplido los requisitos del método para una utilizacion o aplicacion IMNC-2005

especifica prevista

*VIM define verificacidn como la “aportacion de evidencia objetiva de que un elemento dado
satisface los requisitos especificados.
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En el libro, “Practicas Basicas de Control de Calidad’, Westgard (2013) plantea dos
preguntas fundamentales que ayudan a comprender el significado de las herramientas

de validacién y verificacion con relacién a la calidad:

1. “¢ Conocemos cual es el desempefio de nuestros procedimientos de medida en
condiciones estables?

2. ¢Es ese desempefo aceptable segun nuestros requisitos de la calidad?”

Estas preguntas junto con las definiciones presentadas en la Tabla 10, nos permiten
establecer que la validacion de métodos analiticos cuantitativos es un proceso
estandar mediante el cual se aporta informacion acerca del sistema analitico. Esta
informacion se basa en evidencia objetiva en forma de caracteristicas de desempenio,
que se analiza estadistica y graficamente para su posterior interpretacién critica. A

partir de la evaluacién se toma una decisidén objetiva para su aceptabilidad.

La validacién y verificacion son procesos que establecen las caracteristicas de
desempeno del funcionamiento del método, o sus limitaciones. Estas caracteristicas
de desempefo, como la veracidad, precision, recuperacion, linealidad y robustez, se
evaluan durante los procesos. Es importante destacar que todos los procedimientos se
llevan a cabo bajo condiciones de operacion definidas que deben reflejar el uso real de

aplicacién segun las pautas seleccionadas por el laboratorio (Eurachem, 2016).

En el caso particular de la validacion, la informacion correspondiente a cada
caracteristica de desempefio se encuentra en los insertos o manuales proporcionadas
por el fabricante. Si sucediera que la informacién completa no esté disponible dentro
del inserto, el laboratorio clinico debe presentar evidencia documentada y actualizada

de que se ha solicitado dicha informacién al fabricante (ema, 2018).

La ema establece que la informacion o caracteristicas de desempefo evaluadas
durante los procesos de validacion y verificacion de métodos analiticos cuantitativos

deben incluir los parametros descritos en la Tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas de desempeio evaluadas durante la validacion y verificacion
del método (ema, 2008).

Caracteristicas g
~ Definicion

de desempeio

Capacidad de un método, dentro de un intervalo especifico, para producir
resultados que se relacionan directamente con la concentracién del

Linealidad .
analito presente en las muestras de examen.
Grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de
ensayos, utiizando una muestra homogénea, bajo condiciones
Precision establecidas, que refleja la capacidad del método de obtener resultados
consistentes y reproducibles cuando se repiten bajo las mismas
condiciones.

Proximidad entre los valores medidos de un conjunto infinito de
Veracidad mediciones y un valor de referencia establecido. Indica qué tan cercano
son los resultados del método al valor de referencia establecido.

Concentracion minima de un analito en la muestra en la que puede ser
detectado por una sefial, aunque no cuantificado, bajo condiciones
analiticas especificas.

Limite de
deteccion

Capacidad de un método para determinar exacta y especificamente el
Selectividad  analito de interés en la presencia de otros componentes en la matriz bajo
condiciones establecidas de prueba.

Relacion entre la sefal generada por un sistema de medicién y la
concentracién correspondiente del analito. Representa la pendiente de la
Sensibilidad  curva de calibracién y no debe confundirse con el limite de deteccion. La
analitica sensibilidad analitica indica la capacidad del método para detectar y medir
pequenas variaciones en la cantidad del analito, y su eficiencia para

generar una sefial proporcional a dichas variaciones.

Rango de concentraciones analiticas o valores de las propiedades en los
que se utilizan el método. Dentro de este intervalo, puede existir un rango

Intervalo de . ~ : L
trabaio de respuesta lineal, donde la sefal por el sistema de medicion muestra
J una relacion lineal con la concentracion del analito o el valor de la
propiedad.
Capacidad de un método para identificar y determinar de manera
inequivoca un analito especifico en presencia de otros componentes que
e s se espera que estén presentes, como impurezas, degradantes, matriz,
Especificidad . : Lo e
analitica entre otros. Garantiza que el método pueda distinguir y cuantificar

correctamente el analisis de interés, sin verse afectado por interferencias
o sefiales falsas.

Parametro que esta relacionado con el resultado de una medicion vy

describe la dispersion de los valores que podrian atribuirse
Incertidumbre razonablemente al valor medido. Es una medida cuantitativa que

representa el margen de error asociado a un resultado de medicion.

36



La verificacion de métodos como definicion, se refiere a la confirmacién mediante la
aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos especificados
para un método. Esta debe realizarse bajo las condiciones de trabajo del laboratorio
clinico (equipo, calibradores, analistas, etc.) y generar evidencia objetiva. Es decir, una
vez que un método ha sido validado, es necesario que el laboratorio clinico confirme
los datos obtenidos mediante la evaluacion de las caracteristicas del desempefio del
meétodo para demostrar asi que cumple con los requisitos para el uso previsto
(Becerra, 2010).

La validacion y verificacion de métodos presentan definiciones que pueden parecer
similares a simple vista, sin embargo las diferencias en este punto son mas claras.
Mientras la validacion es un proceso inicial y en muchos casos unica, la verificacion es
un proceso continuo, que se lleva a cabo posterior a la validacion. La validacion es
realizada por parte del primer usuario, fabricante o desarrollador del método, mientras
la verificacion es responsabilidad del usuario final, en este caso particular el laboratorio
clinico. Ademas existen otras diferencias como las caracteristicas de desempefio

evaluadas en cada proceso, asi como la rigurosidad estadistica que se maneja.

La validacion implica un analisis mas exhaustivo y riguroso en comparacion con la
verificacion de métodos. Cada proceso tiene caracteristicas de desempeio

especificas, la Tabla 12 incluye las caracteristicas de cada herramienta estadistica.

Tabla 12. Caracteristicas de desempeno evaluadas durante la validacion y/o verificacion
del método (ema, 2008).

Caracteristicas de desempeno Validacién Verificacion
Linealidad X X
Precision X X
Veracidad X X
Limite de deteccién X Cuando se requiera
Selectividad X
Sensibilidad analitica X
Intervalo de trabajo X Cuando se requiera
Especificidad analitica X
Incertidumbre X X
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3.7.2. Guias aprobadas por la Entidad Mexicana de Acreditacion

La necesidad de brindar métodos confiables al cliente ha llevado a implementar
practicas como la verificacion en el laboratorio clinico interno. Estas practicas suelen

estar influenciadas por las autoridades de acreditacion y certificacion.

Diversas entidades a nivel nacional e internacional han desarrollado protocolos con el
propésito de respaldar, apoyar y estandarizar del proceso de verificacion de métodos.
Estos sirven como referencias técnicas, para asegurar las mediciones clinicas
realizadas por el personal en los servicios acreditados de medicidn, asi como los que

evaluan la competencia técnica de los laboratorios.

Dentro del marco de norma ISO 15189, es necesario que los requisitos especificos
para llevar a cabo la determinacion de la validacién y verificacidn se realicen en

conformidad con pautas de diferentes fuentes reconocidas, como (Rivera, 2013):

e Procedimientos publicados en libros que estén debidamente establecidos y
autorizados.

e Textos de revision.

¢ Reuvistas cientificas.

e Consensos internacionales desarrollados por la comunidad cientifica y expertos
en el area.

e Guias, estandares y regulaciones nacionales e internacionales.

El uso de fuentes confiables y reconocidas asegura que los laboratorios sigan
procedimientos adecuados, y que las practicas establecidas sean uniformes para

todos los laboratorios clinicos, sin importar ninguna de sus caracteristicas o ubicacion.

Entre los documentos mas comunes para la aplicacion de la validacién y verificacion
de métodos analiticos cuantitativos y cualitativos, se encuentran guias estandarizadas

que simplifican el proceso de aplicacion de estas herramientas.

Las guias han sido debidamente aprobadas por comités regulatorios y se ajustan a las

normas y reglamentos establecidos por cada pais.
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Dentro de los organismos reconocidos a nivel internacional, encargados de pautar los
procedimientos de la validacion y verificacion de métodos analiticos cuantitativos se

encuentran los siguientes:

e College of American Pathologists (CAP).
e The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).

e A Focus for Analytical Chemistry in Europe (Eurachem).

A nivel nacional, organismos como la ema también se ha encargado de crear
manuales de validacion y verificacion de métodos. En nuestro pais, la entidad
reconoce para la verificacion de métodos cuantitativos, principalmente las siguientes

guias:

1) Las guias del CLSI: EP15A-3, EP06-A, EP17-A2, EP28-A3c y EP29-A.
2) La “Guia para la Validacion y la Verificacion de los Procedimientos de Examenes

Cuantitativos” publicada por la ema en apoyo con el CENAM.

La Tabla 13 resume las guias tanto nacionales como internacionales utilizadas para
evaluar las diferentes caracteristicas de desempefo durante el proceso de

verificacion. Ademas indica si la aplicacion de las caracteristicas es obligatoria o no.

Tabla 13. Guias empleadas para la verificacion de método dentro del laboratorio clinico

de acuerdo con la ema (Guglielmone, et al., 2011; ema, 2008).

Guias Caracteristicas de desempefio Aplicaciéon
EP15A-3, Guia ema/CENAM Precision Siempre
EP15A-3, Guia ema/CENAM Veracidad Siempre
EP06-A, Guia ema/CENAM Linealidad Siempre
EP29-A, Guia ema/CENAM Incertidumbre Siempre
EP17-A2, Guia ema/CENAM Limite de cuantificacion Cuando se requiera
EP28-A3c, Guia ema/CENAM Intervalo de referencia Cuando se requiera®

*Dado que la incertidumbre no es valor dado por el fabricante en el proceso de validacion, el
laboratorio puede elegir el procedimiento mas conveniente para su objetivo.
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El CLSI se ha comprometido en ofrecer una serie completa de documentos de
referencia en forma de guias para la evaluacién de todas y cada una de las
caracteristicas de desempefio del proceso de validacién y verificacion, las cuales
buscan promover las buenas practicas de laboratorio. Las guias EP, desarrolladas por
un comité de area expertos en el campo, se han actualizado, generando nuevas
ediciones de acuerdo con la evolucién de la calidad, basandose en la teoria cientifica y

estadistica.

La guia EP15-A2, titulada "Verificacion de las caracteristicas de desemperio de
precision y veracidad para el usuario”, es un documento internacional de referencia
que promueve las buenas practicas en laboratorios y establece un protocolo riguroso
para garantizar la integridad de los resultados emitidos. Se enfoca en la verificacion de
las caracteristicas de desempefio de precision y veracidad. A diferencia de la guia
EPS5, que esta dirigida a fabricantes, la guia EP15-A2 se centra especificamente en los
procesos Yy requisitos aplicables a los usuarios de los resultados del laboratorio
(Zamora, 2011).

Por su parte la guia publicada por la ema en apoyo con el CENAM es un recurso
sencillo y practico, basado en métodos establecidos y autorizados por organismos en
la materia, como ICH, ILAC, ISO, IUPAC, CLSI, o IFCC. Ademas, se fundamenta en
métodos establecidos o autorizados por organismos cientificos, que son 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 (ema, 2008). La guia aporta criterios
técnicos que apoyan la aplicacion de la norma NMX-EC-15189-IMNC-2006 / ISO

15189:2003, especificamente para el cumplimiento y evaluacion del punto 5.5.2.

Para la verificacion o verificacion de métodos, la ema acepta diferentes guias,
dependera del laboratorio actuar con antelacion para conocer el que mejor se adecue
a su proposito, tomando en cuenta los costos y complejidad, ademas de aplicarlas en
tiempo y manos expertas (Zamora, 2011). La gran mayoria de los métodos analiticos
empleados en el laboratorio clinico han sido validados por el fabricante y se

implementan sin modificaciones, por lo que es mas comun verificar el método analitico.
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3.7.3. ¢{Cuando validar o verificar un método?

Un método analitico requiere ser validado y/o verificado cuando se necesite establecer
si las caracteristicas del desempefio del método son adecuadas para su uso previsto.
Los cambios en las operaciones son los que determinan si el laboratorio clinico debe

validar o verificar, (0 en casos muy especificos realizar ambos procedimientos).

Tabla 14. Cambios operacionales bajo los cuales se debe validar un método analitico
cuantitativo (OAG, 2018) (Castro & Contreras, 2019) (Eurachem, 2016).

Se deber validar un método analitico cuantitativo cuando:

Se utilicen métodos no normalizados
El fabricante no especifique las caracteristicas de validacion

Se modifique el método analitico
Se utilicen métodos estandarizados que se adapten fuera de su uso previsto
Se utilicen métodos analiticos desarrollados por el propio laboratorio clinico

Un método analitico normalizado se refiere a un procedimiento de analisis que ha sido
desarrollado por un organismo de normalizacion o cualquier otro organismo
reconocido. Estos métodos son ampliamente aceptados dentro del sector técnico
relacionado. Por lo tanto, cuando se menciona el término "método normalizado", se

implica que este ha sido validado con anterioridad de manera obligatoria (OAG, 2018).

Tabla 15. Cambios operacionales bajo los cuales se debe verificar un método analitico
cuantitativo (OAG, 2018) (Castro & Contreras, 2019) (Eurachem,2016).

Se debe verificar un método analitico cuantitativo cuando:

Se incorpore un método analitico nuevo al laboratorio cémo método de rutina y/o se
incorporen nuevos analizadores al laboratorio clinico

Se debe verificar cuando se realicen cambios mayores en el sistema analitico

Para temas relacionados con la validacion/verificacion de métodos, se entiende como:

e Cambios mayores: Cambio de equipo o procedimiento, mantenimiento mayor
de equipos, traslado de equipo, etc.
e Cambios menores: Modificacion del tamafio de muestras, cambio de analista,

sustitucion de reactivos entre otros.
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Toda verificacidn debe ser realizada por parte del usuario final, en este caso por el
laboratorio clinico. Es recomendable que el analista encargado del area en que se
hara la verificacion sea quien lo realice. El laboratorio ademas debe documentar el

proceso usado para la verificacion y registrar los resultados obtenidos (ema, 2008).
3.7.4. ;Cémo debe verificarse un método?

La verificacibn de métodos es un requisito indispensable para poder generar
resultados confiables e incluso precede al CCl y CCE. Todos aquellos procedimientos
de examen que se utilicen sin modificaciones deben ser verificados para asegurar que
se cumplen los requisitos necesarios de los usuarios de acuerdo con el uso previsto,
considerando que este debe ser tan amplio como se requiera. Las especificaciones o
caracteristicas de desempefio que seran evaluadas deben de ser aquellas que

cumplan con el fin del mismo examen.

Antes de iniciar la verificacion de un método, es importante tener en cuenta

consideraciones generales como lo son (Rodriguez, 2021):

a) Cumplir con la calificaciéon de equipos (Figura 5), este procedimiento garantiza
que el equipo es el adecuado, ha sido instalado correctamente y se encuentra
en condiciones de generar resultados clinicamente utiles. Esto implica llevar a
cabo registros de los mantenimientos diarios, correctivos y los programas de
mantenimiento preventivo.

b) La capacitaciéon de personal, que incluye un periodo de familiarizacion, y el
registro de toda la informacién relacionada.

c) Seguir las instrucciones del fabricante para el uso de los equipos de medicion,
reactivos, consumibles y materiales de control, utilizando instrumentos vy
equipos calibrados.

d) Emplear el mismo lote de material de control y, si es posible, el mismo lote de
reactivo en cada protocolo de verificacion.

e) Emplear concentraciones de los materiales de control cercanos a los limites de

decision clinica siempre que sea posible.
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Figura 5. Sistema de Gestion de Calidad: etapa analitica (Modificado de Cortes, 2012). La
calificaciéon de equipo asegura que el equipo ha sido instalado correctamente y esta en
condiciones de generar resultados clinicamente Uutiles, este antecede a la verificacion de
métodos y cuenta con 4 fases: Calificacion de Disefio (DQ), calificaciéon de Instalacion (I1Q),
calificacion de Operacion (OQ) y Calificacion de Desempefo (PQ). Después la verificacion
permite conocer el desemperio del método en condiciones estables, es decir la evaluacion el
desempefio frente a Requisitos de calidad y la posterior implementacion el método. La etapa
analitica también abarca el CCl y CCE que nos permiten asegurar que el método se
desempefia en condiciones estables, asegurar que el método cumple con nuestros requisitos
de calidad, liberar resultados, alertar sobre problemas reales y finalmente el CCE que da el
seguimiento del desempefio del método y permite corregir errores.

Ademas, antes de verificar un método se debe gestionar la seleccion del método que
se desea introducir al grupo de métodos de analisis de rutina en el laboratorio clinico,
como se precisO en capitulos anteriores, para esto se debe buscar al método que
tenga mejor oportunidad de alcanzar los requisitos del laboratorio (Westgard, 2013).
Las caracteristicas de aplicacién, desempefo y metodologia deben ser tomadas en

cuenta a la hora de elegir el correcto.

Para asegurar los resultados de la verificacion, es necesario gestionar con
adecuadamente el proceso. Con este fin, se han implementado varias fases que
conforman un plan general que apoya en cumplir con el objetivo de la verificacién en
cada laboratorio clinico. Estas fases se dividen principalmente en cuatro etapas:
planeacién, accion, verificacion y ajuste. La Figura 6 provee una descripcidon detallada

de cada una de las etapas involucradas.
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Figura 6. Fases de la gestion del proceso de verificacion (modificado de Rodriguez
2021). Comprenden de la Planeacidon: dénde se define el método que se desea afadir a los
meétodos de rutina dentro del laboratorio clinico y el periodo de familiarizacion; es decir, es
necesario gestionar un plan general para validar o verificar el método analitico elegido donde
se debe decidir con anterioridad el protocolo a utilizar para asignar responsables, materiales,
equipos reactivos y tiempos de medicion, posteriormente se realiza una capacitacion de la
operacion al responsable antes de la ejecucion completa. En la fase Hacer o en la
implementacion: se ejecuta el protocolo elegido para posteriormente Verificar los resultados
obtenidos por medio del analisis de los datos obtenidos. Para finalizar en el Ajuste se elabora
el informe o registros ademas de las recomendaciones donde se genere un Esquema de
Evaluacién externa de la Calidad y se genere una estrategia de CCl (modificada de Rodriguez,
2021).

El desarrollo de un plan experimental previo a una verificacion implica gestiones

importantes. Rodriguez (2021), describe los siguientes pasos:

1. Identificar los tipos de errores que deben evaluarse para el método.

2. Determinar si el método requiere modificaciones u optimizaciones, requiriéndose la
validacién; o si simplemente se busca confirmar el desempefio del método,
debiéndose verificar.

3. Identificar los experimentos adecuados y determinar la cantidad de datos
necesarios para los diferentes tipos de errores.

4. Organizar el proceso de manera eficiente, optimizando el esfuerzo y tiempo

requerido.
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Para aplicar de manera efectiva un estudio de validacién o de verificacion del método,

es importante tener en cuenta las siguientes caracteristicas (Rodriguez, 2021):

e Establecer un requisito de calidad para la prueba, en forma cantidad de error
admisible, preferiblemente un error total aceptable.

e Seleccionar los experimentos apropiados que permitan identificar los tipos de
errores analiticos esperados, es decir, la evaluacién de las caracteristicas de
desempeno del método.

e Generar un registro adecuado que recopile los datos experimentales necesarios
para el analisis posterior.

e Aplicar los calculos estadisticos necesarios (Figura 7) para estimar la magnitud
de los errores analiticos.

e Comparar los errores observados con el error permitido previamente definido, o
bien, comparar el rendimiento observado con las datos del fabricante.

e Evaluar la aceptabilidad del rendimiento del método observado, tomando en

consideracion si cumple con los criterios establecidos.
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Figura 7. Herramientas recomendadas para el andlisis de datos (Westgard, 2013). El
objetivo de los experimentos dentro de la validacion y verificacion es estimar la cantidad de
error a partir de los datos obtenidos, es de utilidad saber cual estadistico nos da una
informaciéon mas util acerca de los errores de interés.
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Para planificar y organizar el estudio de verificacion de métodos analiticos cuantitativos

es necesario consideras aspectos, antes, durante y después de la verificacion.

Ademas es importante establecer un proceso sistematico que se adapte a las

necesidades de cada

laboratorio clinico y a

las caracteristicas de método

seleccionado. La Tabla 16 resumen diferentes aspectos a considerar antes de la

verificacion de métodos.

Tabla 16. Aspectos previos por considerar en la verificacion de métodos (Rodriguez,

2021).

Aspectos generales

¢ Entrenamiento al
personal sobre el uso
del equipo

¢ Asegurar la validacién
previa

¢ Capacitacion personal
en verificacion de
métodos, incluyendo el
procedimiento de la
guia a utilizar

e Calificacion de equipos

e Mantener condiciones
ambientales del area
de trabajo

¢ Asignacion de
responsabilidades:
registro de resultados,
calculos, revision y
aprobacion

e Elaboracién y
aprobacion del
presupuesto, que
cubran todos los
costos de verificacion

Materiales para la
verificacion

e Materiales Certificados

de Referencia

e Materiales de referencia
e Controles de veracidad
e Materiales de control con

participacion en
esquemas
interlaboratorio

e Materiales con

participacion en
programas de evaluacién
externas de la calidad

e Materiales de control

comercial con valores
asignados

¢ Muestras de pacientes,

muestras
suplementadas,
soluciones comerciales,
estandares.

*Cercanos a los niveles
de decisién médica
*Inserto para el material
de control
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Sobre el
reactivo a
verificar

¢ Inserto del
fabricante

o L ote del reactivo
en stock
suficiente

¢ Reactivo
calibrado

¢ Buenas
practicas de
almacenamiento

Registro de la
informacion

¢ Asignacion de
personal para el
registro
(participantes del
proceso):

Registrar informacién
del:

¢ Procesamiento,
revision de
resultados,
aprobacion del
informe
Equipo: modelo,
serie, ubicacién y
cédigo

¢ Analito: unidades

e Reactivo: marca,
lote, fecha de
vencimiento

¢ Control: tipo,
marca, lote, fecha
de vencimiento, n°
de niveles

¢ Especificaciones de
calidad: fuente y
porcentaje



Durante la verificacion, también se necesita la atencion de diversos requerimientos que
deben cumplirse para obtener resultados 6ptimos y confiables, como los descritos en
la Tabla 17.

Tabla 17. Aspectos necesarios por considerar durante la verificacion de métodos
(Rodriguez, 2021).

Aspectos generales

e Buenas practicas en la preparacion del e Obtener los calculos, usando una
material: alicuotas, dilucién, etc. plantilla en Excel o un software de

e Seguir cada paso segun el protocolo verificacion de métodos.
establecido. e Comparar los resultados con las

e Registro de la fecha de inicio y finalizacion. especificaciones del fabricante.

e Revisar diariamente los datos obtenidos. e Revisar las especificaciones de

e Registrar los resultados con decimales. calidad.

e Supervision de la transcripcion de o Discutir los resultados con el personal
resultados. y con la direccion.

e No borrar los resultados obtenidos del e El Director de laboratorio o el
equipo. responsable de calidad deben aprobar

el informe.

Una vez finalizada la verificacién y de acuerdo con las datos estadisticos necesarios
se acepta o rechaza la verificacion, en caso de ser rechazada, y antes de contactar al

fabricante es necesario revisar diferentes aspectos, como se describen en la Tabla 18.
Tabla 18. Aspectos que producen fallos y variaciones en la verificacion de métodos
(Rodriguez, 2021).

Fuentes adicionales de Factores que pueden producir fallos en la
variacion verificaciéon

e Cambio de lote de reactivo e Almacenamiento incorrecto de reactivos

e Cambio de lote de calibrador e Manejo incorrecto de reactivos

e Mantenimientos e Manejo incorrecto de muestras o problemas con la
o Estabilidad de los reactivos estabilidad

e Condiciones ambientales e Problemas de pipeteo

e Operadores e Problemas de mantenimiento de los instrumentos
o Efectos preanaliticos e Cambio en las condiciones ambientales
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3.7.41. Errores evaluados en el laboratorio clinico

En el contexto de la verificacidon de métodos, el enfoque principal es la evaluacion y
estimacion de errores que podrian estar presente en los resultados de examen. La
presencia significativa de algun error, indica que el método no es aceptable y tendra un

impacto negativo en la informacion que se le proporcione al paciente.

Las fuentes de error pueden originarse en cualquiera de las fases analiticas dentro del
PTA, por lo tanto se debe tener una comprension basica de qué tipo de errores (Tabla
19), donde pueden surgir y como pueden afectar a un procedimiento en particular. Es
necesario realizar una evaluacién periddica con el fin de entender el grado de impacto

en la seguridad de los usuarios.

Tabla 19. Tipos de errores evaluados en el laboratorio clinico (Westgard, 2013; Barraza et
al., 2019).

Tipos de
error

Caracteristicas

Se refiere a las variaciones inherentes y al azar producidas en cada proceso.
Se expresa cuantitativamente. Estos errores no siguen un patrén especifico y
Aleatorio  pueden variar incluso bajo condiciones similares. No es posible eliminarlo
(EA) completamente, pero se puede controlar mediante el aumento del tamafio
muestral y la aplicacion de un andlisis estadistico eficaz. El error aleatorio

tiene un impacto en la confiabilidad.

También conocido como sesgo, se relaciona con deficiencias en el disefo
metodoldgico o la ejecucion del procedimiento. Se refiere a las discrepancias

S'Sta?sa)t'co copsi_stentes y predecibles entre_ Io_s valores obtenido§ y el valor verdadero_u
objetivo. Puede evaluarse cuantitativamente y ser evitado. El error aleatorio
afecta la validez de los resultados.

Es el resultado combinado de los errores aleatorios y sistematicos en una
Total determinacion analitica. Sirve para evaluar la competencia analll't_ica al
(ET) compararlo con el error total aceptable (ETa), establecido en los requisitos de

calidad de las especificaciones internacionales vigentes. El error total puede
reducirse tomando medidas para controlar el error sistematico y aleatorio.

Las buenas practica de calidad, exigen que los laboratorios especifiquen sus métodos
por medio de procedimientos de verificacion antes de su incorporacién al uso rutinario.
A nivel internacional y nacional varios laboratorios han adoptado las guias CLSI EP,

para la especificacion y verificacion de su desempefio (Narasimhachar, et al., 2017).
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La verificacidon de métodos en el laboratorio clinico proporciona evidencia de que se ha
evaluado el desempeino de un método y este es aceptable para el uso previsto.
Durante el proceso de la verificacion se evaluan diferentes caracteristicas de
desempeno, que a su vez estiman los diferentes errores analiticos que se describen en

la Figura 8.

Estos errores incluyen el error aleatorio y el error sistematico, los cuales deben ser
tenidos en cuenta para asegurar la precision y la exactitud en los resultados obtenidos.
La verificacion ademas permite anticipar y corregir estos errores antes de introducir un

método a los métodos de rutina del laboratorio.

Valor Media
verdadero Observada

Dispersion
Observada

ES EA

-~
v

ERROR TOTAL

Error Total (ET), incluye tanto el error
sistematico (ES), como el error aleatorio (EA).

Figura 8. Tipo de errores a evaluar en la verificacion de métodos (Westgard, 2013). E/
error aleatorio se refiere a la discrepancia entre un resultado especifico de una medicion y el
promedio de resultados que se obtendra con un numero infinito de deteccién del mismo objeto
de medicion en condiciones de repetibilidad. La precision, que es el inverso del error aleatorio,
se considera un atributo deseable de la medicion y la estimacion. Por otro lado, el error
sistematico se refiere a un error constante que afecta todas las mediciones de manera definida
y tiene el mismo impacto en todas ellas a lo largo del proceso de medicion. Estos errores
sistematicos pueden tener un valor constante o ser proporcionales en relaciéon con el valor
medido (Westgard, 2013).
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3.7.4.2. Periodo de familiarizacion

Antes de realizarse la verificacion de un método, es necesario que los profesionales
completen un periodo de capacitacién por parte del fabricante del sistema analitico
adquirido. Es recomendable que el analista encargado de la tarea sea competente en
el campo especifico que se pretende verificar el nuevo método. Ademas debe ser

supervisado hasta que pueda dominar el método correctamente.

La capacitacion del sistema analitico abarca la operacién, el mantenimiento,
preparacion de muestras y calibracion. Estos aspectos son parte integral del

entrenamiento previo que se debe contemplar (Eurachem, 2016).

El periodo de familiarizacion se realiza una vez que se ha establecido la gestion de la
verificacion, y los profesionales han sido capacitados. Tiene como objetivo permitir que
el laboratorista encargado aprenda como trabajar apropiadamente con el método, a fin
de establecer un protocolo de operacidon que garantice resultados consistentes
(Westgard, 2013). Es importante que el procedimiento operativo estandar esté
documentado por escrito y que esté completamente desarrollado y optimizado
(Theodorsson, 2012).

La meta del analista es adquirir familiaridad con el procedimiento de medicion, la teoria
del método a implementar y la operacion del instrumento, para asi conocer las distintas

etapas involucradas, previniendo posibles errores de ejecucion.

Durante este periodo se espera que el operador realice determinaciones como parte
del proceso de familiarizacion, ademas se debe configurar y operar el equipo el tiempo
suficiente para entender todos los procedimientos involucrados. También es un buen
momento para verificar que los materiales de control de calidad funcionen
adecuadamente para el método de eleccion. Generalmente se asignan

aproximadamente dos semanas para esta fase (Eurachem, 2016).

Ademas de familiarizarse con el procedimiento de medicion, otro objetivo es adaptarse
a los detalles de operacion del instrumento. Esto implica la capacidad técnica de

manejar cualquier instrumento y el mantenimiento periddico.
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3.7.4.3. Calibracion

El primer paso para iniciar la verificacion es la calibracién, en la que se debe llevar a
cabo una serie de detecciones y comparaciones con estandares conocidos para
ajustar la respuesta del instrumento o sistema. El proceso se realiza bajo condiciones
especificas para establecer la relacion entre la sefal generada por el sistema de
medicidon y la concentracion de la sustancia medida por el procedimiento analitico
(ema, 2008). Cuando se asume linealidad en el método, se realiza la calibracién de
dos puntos, en cambio, la calibracion de puntos multiples se utiliza en métodos no
lineales, donde se requiere de tres a mas niveles de calibrador y utilizar una rutina de

ajuste de curvas para establecer la relacion sefal-concentracion.

En el caso de establecer una calibracion a largo plazo, se debe considerar que podria
ser necesario verificar periédicamente para asegurar su precision. A este proceso se
llama “verificacion de la calibracion”. Los laboratorios deben llevar a cabo la
calibracion, o en su defecto, la recalibracion, al menos cada 6 meses, después de un
cambio en los reactivos, tras un mantenimiento preventivo mayor, al cambiar cualquier
componente mayor, y en caso de que surjan problemas con los resultados del CC que
no cumplan con los estandares y que sean persistentes. A menos que el laboratorio
pueda demostrar que estos problemas no afectan la calibracion (Westgard, 2013;
Killen et al, 2014).

Es comun que se produzca confusion entre la verificacion de la linealidad con la
verificacion de la calibracion, pese a que cuenten con objetivos y requerimientos
distintos. La verificacion de la calibracion implica la medir la concentracion de analitos
en calibradores, u otras muestras de concentracion conocida, trazable a un método de
referencia. Su fin principal es establecer y confirmar que la relacion entre la senal
generada y la concentracién es estable y es util para determinar la exactitud de un

método analitico.

Por otro lado la verificacion de la linealidad se enfoca en determinar y confirmar el
comportamiento lineal del método, de acuerdo con la informacién proporcionada por el
fabricante y en la que no se necesita conocer la concentracion absoluta para llevar a

cabo el procedimiento (Arroyo, 2021).
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3.7.4.4. \Verificacion de métodos analiticos

Una vez elegido el método y finalizado el proceso de familiarizacion, se determinan las

caracteristicas de desempefio a verificar. De acuerdo con la guia de la ema éstas son:

a) Precision
b) Linealidad
c) Veracidad

d) Incertidumbre

El PROY-NOM-007-SSA3-2017, indica que las caracteristicas de desempeno incluyen
ademas de las caracteristicas anteriores, a los valores de referencia. Si el laboratorio
considera que alguna de las caracteristicas para la verificacién del método no aplica

en funcion al analisis seleccionado, es necesario justificar técnicamente dicha decision.

El plan de validacion y/o verificacion se establece de acuerdo con los requisitos
analiticos que son determinados por las regulaciones aplicables. Por consecuente, las
caracteristicas de desempefio a medir van a depender y variar de acuerdo con el

organismo que regulador en cada pais (Taverniers, et al., 2004).

Las caracteristicas de desempeno son factores que demuestran en la practica qué tan
bien se desempefia un método. Este término esta relacionado con la calidad requerida
en la aplicacién clinica de cada prueba de laboratorio. Estos requisitos pueden ser
expresados como error maximo o total permitido ETa, 0 un intervalo de decision

clinica, el cual también representa un tipo de requisito de calidad (Rodriguez, 2021).

Los requisitos determinan la tasa de error que se puede permitir para un procedimiento
de medida, sin comprometer la utilidad clinica de los resultados generados por dicho
meétodo. El laboratorio clinico debe seleccionar los requisitos, recurriendo a fuentes

validas de origen nacional o internacional:

e Requisitos médicos.

e Variabilidad bioldgica.

o Estado del Arte: Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA).
e Royal College of Pathologists of Australasia (RCPA).

e Richtlinien der Bundesérztekammer (RiLiBAK), entre otros.

52



Las guias RIiliIBAK, utiliza el término, errores maximos permisibles, las guias CLSI
usan limite de error total, ISO 3534-2 limite de tolerancia, existen otras expresiones
como especificaciones de calidad u objetos de calidad. Las fuentes especificas de

cada requisito se pueden en sus respectivas paginas web (Rodriguez, 2021).

El laboratorio también debe asegurarse que el fabricante haya realizado la validacion
del sistema analitico mediante procedimientos reconocidos por los organismos
reguladores apropiados. También se solicitara que después de llevar a cabo la
verificacion del procedimiento, este se mantenga bajo monitoreo a través de

programas internos y externos de control de calidad.
3.7.4.41. Precisién

La alta demanda de examenes ha constituido una de las principales razones por las
cuales la GC ha tenido la necesidad de monitorear y mantener la calidad en todas las
etapas del proceso de examen. Evaluar el desempefio analitico de los métodos se
convierte en una responsabilidad esencial del laboratorio, como se ha senalado

anteriormente (Narasimhachar, et al., 2017).

Uno de los primeros estudios que lleva a cabo el laboratorio clinico en la verificacion
de métodos es la verificacion de la precision, esta se refiere a la capacidad del método
para obtener resultados consistentes y reproducibles. La verificacion de la precision es

critica para garantizar la confiabilidad para con el usuario.

De acuerdo con el Vocabulario Internacional de Metrologia (2008), la precision se

refiere a la:

Proximidad entre las indicaciones o los valores medidos obtenidos en
mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo
condiciones especificadas. La precision de una medida se expresa
numéricamente mediante medidas de dispersién desviacién, la varianza o el
coeficiente de variacion bajo las condiciones especificadas y puede ser medida
bajo condiciones de repetibilidad, reproducibilidad y precision intermedia y es
una caracteristica de desempefio empleada en la validacion y verificacion de
métodos (pp.31-32).
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Tabla 20. Resumen del parametro precisién: definicion y expresién (VIM, 2008; Taverniers,

et al., 2004).

Parametro

Repetibilidad
(precision intracorrida
intraserie o intradia)

Reproducibilidad

Precision intermedia
(Precision intercorrida,
interserie,
intralaboratorio o total)

Definicion
Condicion de medicibn que requiere de
repeticiones en un intervalo corto de tiempo
(dentro de una corrida o serie analitica), las
condiciones incluyen el mismo procedimiento
de medida, equipo, condiciones de operacion:
operador, reactivo (lote, envase) y calibracion,
ademas del laboratorio.
Condicion de medicién que incluye diferentes
laboratorios, equipo, operador, calibracion,
entorno y niveles de mantenimiento. El lote de
reactivo y el lote del calibrador pueden
cambiar o no. Los diferentes sistemas de
medicion pueden o no utilizar diferentes
procedimientos de medida.
Condicion de medicion que involucra
repeticiones en un intervalo prolongado de
tiempo. Las condiciones incluyen el mismo
procedimiento de medida, laboratorio y equipo.
El operador puede cambiar o no. Las
variaciones pueden comprender diferentes
lotes de reactivo, calibraciones, mantenimiento
preventivo, mantenimiento  correctivo y
condiciones ambientales.

Expresion

Desviacion
estandar
SD o DE.
Desviacion
estandar relativa
Sie10 DER.
Coeficiente de
Variacion CV%.

SD:(M)O.s

n—-1

CV (%) =(@) X
100

Es comun encontrar variaciones aleatorias en los métodos de medicion, por lo tanto,

se realiza un experimento de replicacion, que permite estimar el error aleatorio o la

imprecision. El error aleatorio es descrito como un valor que puede ser positivo o

negativo, y su direccion y magnitud exacta no pueden ser predichas. La imprecision se

cuantifica comunmente calculando la desviacién estandar (SD) de los resultados

obtenidos a partir de un conjunto de mediciones repetidas.

La SD incrementa en proporcidén a la concentracion, por lo que resulta util calcular el

coeficiente de variacion (CV), que se expresa como un porcentaje de la concentracion

media del estudio de repetibilidad. Esto permite una comparacion mas adecuada de la

imprecision entre diferentes concentraciones (Taverniers, et al., 2004).
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Para comprender mejor el tamafno potencial de un error, se suele expresar el maximo
de un error aleatorio como un estimado 2S o 3S, estos valores ofrecen un rango para

evaluar la magnitud de error en relacion con los limites aceptados establecidos.

Valor Media
Trazable Observada

Dispersion
Observada

- —

Error aleatorio

Error Aleatorio (EA) o Imprecision, como se
muestra por la distribucion de los valores de
examen.

Figura 9. Error aleatorio (EA) o imprecision (Westgard, 2013). Diferencia entre el resultado
de una medicion con la media, indica precision y su expresion cuantitativa esta dada por el
coeficiente de variacion (CV). El coeficiente de variacion debe ser menor o igual 25% del
requisito de calidad.

Para evaluar la precisibn se realiza una muestra de control estandar con
concentraciones conocidas. Para la verificacion, se debe obtener resultados de un
numero de muestras significativas, que dependen del protocolo elegido pero siempre
se sugiere un numero mayor a 20 datos totales. Posteriormente se calculan
estadisticos como, la media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion,
también es comun que se reporte como DER (Westgard 2013). Estos resultados son

comparados con los criterios aceptados de precision establecidos anteriormente.

El enfoque mas comun, para estimar la repetibilidad en un nivel determinado es
realizar 20 repeticiones en una sola ejecucion en un solo dia. Este enfoque, también
conocido como protocolo sencillo, busca estimar la precisién dentro del laboratorio
mediante la estimacion de una muestra, 20 veces durante varios dias, registrando

estadisticos, como la media, la SD y CV%.
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Desafortunadamente, este enfoque tiene sus limitaciones, ya que tiende a subestimar

la repetibilidad. Esto se debe a que las condiciones de operativas en un momento

determinado pueden no reflejar las parametros de funcionamiento generales del
método (Chesher, 2008).

Los protocolos recomiendan evaluar la precision bajo dos condiciones: repetibilidad y

precision intermedia. Estas dos condiciones requieren una evaluacién mas completa

de la precisiéon y la necesidad del método, considerando diferentes fuentes de

variacion y necesaria una visidon mas precisa de su desempefo en situaciones reales.

El CLSI verifica la precision y veracidad mediante el uso de la misma guia: la EP15-A,

la cual proporciona pautas minuciosas, donde se precisan los siguientes elementos:

1. Un protocolo detallado.

2. De 2 a 3 materiales de decision médica distintos.

3. Hoja de caélculo o software, para el registro y desarrollo estadistico.

4. Elinserto de reactivo o manual del fabricante.

Ademas se recomienda tomar en cuenta otros factores, como los descritos en la Tabla

21, que son relevantes para llevar a cabo una correcta verificacion de la precision.

Tabla 21. Factores para considerar antes de la verificacion de la precisién (INACAL, 2018).

Factores

Duracion del
experimento

Matriz de las
muestras

Cantidad de
materiales y
concentraciones
NuUmero de
replicas

Descripcion
Depende de la directriz o guia utilizada, ej. EP15-A3, 5-7 dias, EP05-A3,
20 dias. Protocolo sencillo, 1 dia.
Es importante usar muestras que tengan una matriz tan cercana como
sea posible al tipo real del espécimen de interés para el método
evaluado, las muestras a utilizar son descritas en la Tabla 22.
El numero de materiales deberia depender de las concentraciones que
son criticas para el uso clinico del examen. Al menos dos
concentraciones diferentes deben ser seleccionadas.
Cinco replicas por corrida son recomendadas. Al menos 20 estimaciones
totales, mientras mayor sean, se proporciona una mejor estimacion.

La guia ofrece procesos simples y practicos para que cualquier establecimiento pueda

replicarlo; también es rigurosa en cuanto a requisitos estadisticos, garantiza la

obtencion de conclusiones validas y confiables para los estudios de verificacion.

56



Asimismo puede ser utilizada para verificar el desempefio de un método después de la
implementacion de una accion correctiva posterior a una falla en una encuesta de un

esquema de evaluacion de la competencia (Westgard 2013, Taverniers, et al., 2004).

La EP15 también sugiere el uso diferentes tipos de materiales, la Tabla 22, describe
los mas comunes, ya sea si el laboratorio decide evaluar unicamente la precision o

ambos procesos, es decir la precisidon y veracidad.

Tabla 22. Materiales para la evaluacion de la verificacion de la precision y veracidad
(INACAL, 2018).

Materiales para evaluar Materiales para evaluar precisiéon y veracidad
precision
Muestra de pacientes Materiales de referencia
*Pooles de muestras de Muestras con participacion en ensayos de aptitud (PEEC)
pacientes

Controles con participacion en esquemas interlaboratorio
Material de control (interno —
interlaboratorial-PEEC)

Control de Calidad Interno
Calibradores
Muestras de pacientes con valor obtenido a través de un
procedimiento de referencia.

Si se utilizan materiales de control, se sugiere que sean conmutables con la matriz de las muestras
segun su uso previsto. En el caso de emplear estos materiales, es necesario contar con
informacién sobre la estimacion del valor asignado de los materiales utilizados. Es de vital
importancia que los materiales seleccionados tengan concentraciones cercanas o representen
niveles de decision médica.

* Los pools consisten en mezclas de varios sueros o plasmas elaborados en el laboratorio clinico.

Es recomendable que las concentraciones sean proximas, representar niveles de
decisibn médica o encontrarse en los limites de referencia, ademas de emplear
materiales con la menor incertidumbre asociada a la estimacién del valor asignado.
Cuando se utilicen muestras de control de calidad, estas deben ser diferentes a las
utilizadas para asegurar que el instrumento esta bajo control en el momento de la

evaluacion (Castro & Contreras, 2018).

Cada una de las muestras mencionadas con anterioridad pueden ser seleccionadas
para la verificaciéon, pero es importante evaluar las ventajas o limitaciones que puedan

tener para cada laboratorio clinico.
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La idea principal es emplear los mismos resultados para la verificacion de la precision

y la veracidad. La Tabla 23 proporciona una descripcion detallada de cada caso.

Tabla 23. Ventajas y limitaciones de las muestras utilizadas para la evaluacion de la

precision (Westgard, 2018).

Muestras Descripcion

Se encuentran disponibles para analitos comunes de quimica clinica y son
faciles de preparar. La matriz suele ser mas simple que las muestras
reales de pacientes. Se estima que el error aleatorio en una solucién
estdandar sea optimista y probablemente que represente el mejor
desempefio posible. Sin embargo, si los resultados obtenidos bajo
condiciones tan favorables no son satisfactorios, se puede optar por
rechazar el método.

Soluciones
estandar

Se obtienen de fuentes comerciales en forma y tamano, ademas de
contener estabilizadores a largo plazo. Aunque la matriz es similar a la
Soluciones muestra de paciente es posible que se presenten ciertos efectos debido a
control o la adicion de estabilizantes, el proceso de liofilizacion y reconstitucion, y la
materiales  incorporacion de aditivos especiales para aumentar los niveles de ciertos
de control  analitos, como enzimas y lipidos. Obtener materiales de control a partir de
muestras de pacientes reales podria volverse mas dificil debido a la

necesidad de garantizar que estén libres de enfermedades infecciosas.

Se usan comunmente para examenes a corto plazo, como los estudios de
replicacion intracorrida e intradia. Se pueden analizar diariamente
duplicados de muestras frescas de pacientes por largos periodos de

Pools de tiempo, sin embargo reflejaran sélo los componentes de la imprecision

muestras intracorrida e intradia. Para observar los componentes de cada entre dias,
se deben realizar duplicados en diferentes dias, lo cual implica demostrar
la estabilidad de las muestras frescas durante el tiempo transcurrido entre
los duplicados.

El laboratorio necesita considerar todos los aspectos finales, en funcion de los
recursos disponibles. Ademas debe tener en cuenta que los disefios experimentales
mas elaborados, a comparacion de los protocolos sencillos, generan informacién mas

extensa sobre los componentes a largo y corto plazo de la variacion.

Estos disefios a menudo usan calculos estadisticos mas complicados, sin embargo por
el tiempo corto del experimento se ha convertido en un buen referente para ser

implementados.
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Verificacion de la
precision Guia EP15-A3

Procesar el material de control
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El procedimiento que propone la guia EP15-A2 para precision, indica que la evaluacion
se realiza en al menos dos concentraciones seleccionadas y se analiza una corrida por
dia. Cada nivel se corre con tres replicados por muestra para cada una de las

concentraciones seleccionadas por dia, durante cinco dias.

La EP15 en su version mas reciente, A3, declara una metodologia diferente, que
asegura un mayor numero de resultados para un analisis mas completo, la Tabla 24,

describe detalladamente las diferencias.

Tabla 24. Procedimiento para la verificacion de la precision bajo condiciones de
repetibilidad y precision intermedia (Suasnavas, 2018).
Condiciones para la
medicidn de la precision Procedimiento
Procesar cada material de control en cinco réplicas diarias
durante un periodo de cinco dias. A partir de estos

Para repetibilidad resultados se calcula el coeficiente de variacién en
condiciones de repetibilidad (CVR).

Procesar cada material de control por quintuplicado durante
L. . cinco dias. A partir de estos resultados se calcula el
Para precision intermedia  coeficiente de variacion intralaboratorio (CViy).

Para mejorar la precision en la estimacion, es recomendable extender el protocolo de
verificacion para una o mas muestras, con una duracion total de hasta 7 dias, pero nunca
menos de 5. Los dias de analisis no tienen que ser consecutivos, y se sugiere que el
procesamiento sea realizado por diferentes operadores en diferentes dias, replicando asi las
condiciones de rutina del laboratorio. Ademas, es importante examinar los datos diarios para
identificar valores atipicos. En caso de detectar mas de dos datos aberrantes, se debe
considerar repetir el estudio o, en su defecto, ponerse en contacto con el fabricante.

Para la prueba de valores atipicos, la guia propone el uso de la prueba de Grubb,
(aunque se puede utilizar otra herramienta estadistica) que permite establecer limites y

verificar que los 25 datos obtenidos no superen los limites hallados.

Es necesario forma llevar un control estadistico grafico que permita verifica y dar
seguimiento a los datos de forma diaria y estimar si existen datos aberrantes que sean
necesario repetir o eliminar, siendo necesario documentarlo. Si se eliminan mas de
dos valores aberrantes sera necesario cancelar el experimento y evaluar los errores
para su repetir todo el protocolo, previa evaluacidén de las posibles causas de errores
(CLSI, 2003).
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Limite de Grubb = x + (Factor de Grubb * SD)

Férmula 1, para el calculo de valores atipicos. Donde, x: promedio de los 25 datos, SD:
desviacion estandar, el Factor G depende de N. Siendo los criterios de evaluacién: maximo
1 resultado aberrante por muestra: Aceptada, maximo 2 resultados aberrantes en el
protocolo: Aceptado. Mas de 3 resultados aberrantes en todo el protocolo: Rechazada.

El propdsito principal de la guia EP15, con respecto a la precision, es observar y
evaluar la variacién esperada de los datos en condiciones normales de operacion,
buscando que sea pequefia, es decir los resultados de replicacion deberian arrojar

valores similares.

La facilidad de las ecuaciones estadisticas de la guia EP15A-3, permite que sean
obtenidos con software especificos o0 mediante funciones frecuentes en una plantilla de
Excel, como el analisis de varianza de un factor (ANOVA). La hoja de calculo nos
permite ordenar los datos para desarrollar las ecuaciones parcialmente, para al final
obtener los valores de la verificacion. Actualmente existen muchos softwares que
ofrecen herramientas que permiten obtener los datos necesarios de manera
automatica, simplificando el proceso, el analista Uunicamente debe comprender los

datos y como deben ser interpretados (Westgard, 2013; Douglas, 2008).

El software de Microsoft Excel permite obtener como resultado de la funcion ANOVA
una tabla resumen que muestra la variabilidad total del conjunto de datos, desglosada

en columnas, dentro del grupo y entre grupos, como lo muestra la Tabla 25.

Tabla 25. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) unidireccional.

Fuente de variacién Suma de cuadrados (SS) Df Media cuadrada (MS)
Entre grupos SSq df MS+
Dentro de los grupos SS» dfz MS,
Total SStotaI dftotal

Con los resultados de la tabla ANOVA, se obtienen los datos necesarios para iniciar el
analisis estadistico y calcular la desviacion estandar para cada condicién de precision:

repetibilidad (Sr) y entre corridas (Se), y las varianzas: intracorrida (Vw, within-run),
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entre corrida (Ve, between-run). Asi como la varianza total (Vw. within-laboratory) a

través de la sumatoria de Vwy Ve (Pum, 2019).

MSZ =Vw Msl—MSZ
— ==V
no
Férmula 2, para el calculo de Varianza Férmula 3, para el calculo de Varianza
intracorrida (Vw). entre corrida (Vs).

Donde, MS2: Fuente de variacion dentro de los grupos, MS1: Fuente de variacion entre grupos,
no: dias de corrida. Si MS1 < MSg2, entonces el componente de varianza entre corrida se
establece en 0.

SR=\/VW SB:\/E

Férmula 4, para el calculo de la Desviacion Formula 5, para el calculo de la
estandar en condiciones de repetibilidad Desviacion estandar entre corridas (Ss).
(SRr).

SWL = w/VW + VB

Férmula 6, para el calculo de la Desviacion estandar en condiciones de precisién
intralaboratorio (Swi).

El calculo de la desviacion estandar en condiciones de repetibilidad (Sr) se obtiene de
la raiz cuadrada de Vw (MS2), la desviacion estandar entre corridas (Ss), por la raiz
cuadrada de Vs (diferencia entre MS1y MSz, dividido entre no). La desviacion estandar

intralaboratorio por la raiz cuadrada de VwL, como lo explican las Férmulas 2,3,4,5y 6.

Obtenidas las desviaciones estandar, es posible estimar los coeficientes de variacion
en porcentajes (CVRr, CVe y CVwL). Estos resultados deben ser comparados con las
especificaciones de desempefno declaradas por el fabricante (Pum, 2019; INACAL,
2018; Romero, 2019).

62



Sr Sp
CV (%) = —-x 100 CVp =— x100

Formula 7, para el calculo del Coeficiente de Férmula 8, para el calculo del Coeficiente
variacion intracorrida o en condiciones de de variacion entre corridas (CVs).
repetibilidad (CVR).

S
CVyy = %x 100

Férmula 9, para el calculo del Coeficiente de Variacion total (CVwL) o intralaboratorio.

Se considera que la verificacidn es aceptada si los valores calculados de CV son

menores o iguales al valor obtenido por el fabricante, como se describe en la Tabla 26.

Tabla 26. Criterios de aceptabilidad para precisiéon acorde al fabricante (INACAL, 2018).

Control Valor CV Valor CV Verificaciéon
Nivel 1 CVR laboratorio < CVR fabricante Aceptada
Nivel 1 CVWL laboratorio < CVWL laboratorio Aceptada

En la dltima version (A3) de la guia EP15, un cambio importante es la adicion de los
valores superiores de verificacién (UVL), o LSV por sus siglas en espanol. Este calculo
permite realizar una segunda valoracion, en caso de que el parametro del fabricante
no se cumpla. Este valor amplia el parametro del fabricante teniendo en cuenta que el
laboratorio clinico muchas veces no puede reproducir las condiciones analiticas del
fabricante (Pum, 2019).

Para obtener los UVL se requiere del estadistico F o Prueba de Fisher. El enfoque de

los calculos se basa en los siguientes pasos (Suasnavas, 2018):

a) Determinar los grados de libertad.
b) Determinar el factor F, utilizando (dfr) y (dfw).
c) Calcular UVL utilizando el factor F determinado.

63



Para calcular los grados de libertad en la prueba de repetibilidad, se realiza una resta,
donde se obtiene la diferencia del numero de datos y el numero de corridas. Mientras

para la precision se requiere de la proporcion “p”, que permite establecer los grados de
libertad.

Los dos grados de libertad se fijan con tablas estadisticas que se establecen en la

misma guia, para determinar el estadistico F.

El valor UVL se obtiene multiplicando el factor F por las especificaciones del

fabricante, ozr y oy, SEQUN corresponde.

dfR= N—-K UVL,epetibitidaa = F * Ogrr

Formula 10, para el calculo de los grados de Foérmula 11, para el calculo de los valores
libertad para repetibilidad (dfr). Donde N: superiores de verificacion (UVL). Donde, F:
numero de resultados y valor obtenido de tablas, y ggr: especificacion

K: cantidad de corridas analiticas. del fabricante para repetibilidad.

owi — CVwi UVLprecisién intralaboratorio

Op CVR = F x Owl

p:

Férmula 12, para el calculo del indice de Foérmula 13, para el calculo de los valores
reclamaciones, p, para la determinacion superiores de verificacion (UVL). Donde, F:
de los grados de libertad para precision valor obtenido de tablas, y gy,,: especificacion
intermedia (dfw.). Donde oy, : desviacion del fabricante para precision intermedia.
estandar para precision intermedia del
fabricante ap: desviacion estandar para
repetibilidad del fabricante. El valor de p
calculado se interpola en la tabla
correspondiente para encontrar los dfwL.

Finalmente se comparan las especificaciones del fabricante con los UVL previamente

obtenidos, para determinar si es aceptada o no la verificacidon de la precision.
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Si el valor obtenido por el laboratorio es menor o igual al UVL, se acepta la verificacion
en condiciones de repetibilidad y precision intralaboratorio, si el valor del fabricante
resulta ser superior al UVL especificado se rechaza la verificacion desde el punto de

vista estadistico.

Tabla 27. Criterios de aceptabilidad para precision acorde el limite superior de

verificaciéon (UVL).

Control Valor CV Valor CV Verificacion
Nivel 1 CVR fabricante < UVL Aceptada
Nivel 1 CVWL fabricante < UVvL Aceptada
Nivel 1 CVR fabricante > UvL Rechazada
Nivel 1 CVwL fabricante > UVL Rechazada

Clinicamente se debe trabajar bajo los requisitos de calidad (TEa) seleccionados por el
laboratorio clinico, comparando los resultados de CVrR y CVwL obtenidos durante
protocolo contra los requisitos de calidad. El criterio sobre la aceptabilidad depende de
la cantidad de error analitico que es permitido sin que afecte o limite la interpretacién y
uso de un resultado de examen. Se recomienda utilizar los criterios de CLIA para

aceptabilidad, como punto de referencia para establecer la cantidad de error permitido.

En términos de repetibilidad o desviacion estandar intradia, que representa la
imprecision a corto plazo, Sw, debe ser Y2 o menos del error total permitido, o Sw <
0.25 TEa. Por otro lado, en cuanto a la imprecision a largo plazo, o llamada precision
dentro del laboratorio, la desviacién estandar total debe ser 1/3 o menos del error total
permitido, es decir Stt<0.33 TEa (Rodriguez, 2021; Westgard, 2013).

Tabla 28. Criterios de aceptabilidad para precisiéon bajo condiciones clinicas.

Control Valor CV Valor Verificacion
Nivel 1 CVR laboratorio < 0.25 TEa Aceptada
Nivel 1 CVWL Iaboratorio < 0.33 TEa Aceptada

Estos criterios permiten establecer los limites de aceptabilidad en funcién de la

imprecision, asegurando asi la calidad de los examenes clinicos.
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3.7.4.4.2. Linealidad

El concepto de linealidad en un método se refiere al intervalo de concentraciones del
analito donde la respuesta del sistema de medicién sigue una relacion lineal con la
concentracion. Para que el método analitico sea considerado aceptable, la
representacion grafica de este rango (concentraciones frente a respuestas) debe
demostrar una buena correlacion de los puntos experimentales a la linea de regresion.
Es responsabilidad del laboratorio verificar matematicamente esta relacion (ema,
2008).

Este parametro es de gran importancia, ya que la relacion lineal es la forma

matematica mas simple y permite una interpolacion facil y precisa de los resultados.

Tabla 29. Resumen del parametro linealidad: definiciéon y expresion (Taverniers, et al.,
2004).

Parametro Definicion Expresion
La capacidad del método para generar resultados que NOTA: La
sean proporcionales a la concentracion del analito, dentro linealidad no puede
Linealidad de un intervalo especifico. ser expresada en
El rango de concentraciones o cantidad de analito sobre  algun termino. Esta
el cual: debe ser
* El método da respuestas de la prueba proporcionales a demostrado con la
la concentracion del analito ayuda de
» Se puede aplicar un modelo de calibracion lineal con un diferentes
nivel de confianza conocido. parametros.

Es un enfoque menos restrictivo, la linealidad se refiere a la capacidad de un sistema
de prueba para generar resultados que se ajusten a una linea recta de la forma
y=mx+b dentro de un intervalo dado. La linealidad evalua la respuesta general del

sistema, es decir, a la respuesta analitica final y no a la sefal del instrumento.

El experimento de linealidad es un requisito reconocido por CLIA como parte del rango
reportable, aunque también se le conoce como "rango lineal", "rango analitico" o

"rango de trabajo" en referencia al método.
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Aunque el rango reportable puede no coincidir exactamente con el intervalo lineal, se
considera parte integral del mismo segun las fuentes (Westgard, 2013; Suasnavas,
2018).

I
(3]
|

Figura 10. Ecuacion lineal. E/ modelo de primer orden representa una linea recta que
tipicamente sigue la forma matematica y=mx + b, siendo m: pendiente y b: intercepto con el
eje y; para algunas aplicaciones los usuarios pueden optar por verificar la linealidad utilizando
una ecuacion lineal que incluya un término para la interseccion y.

Es importante destacar que no todos los métodos analiticos exhiben una relacién lineal
en su respuesta. Un ejemplo de ello son los inmunoensayos competitivos, que
presentan una relacion intrinsecamente no lineal entre la sefal de respuesta y la

concentracion del analito.

En este caso es importante hallar una relaciéon matematica bien definida entre las dos
variables para permitir la interpolacion de puntos y la eleccion de una transformacion

adecuada de la curva dosis-respuesta en una forma lineal (Hsieh & Liu, 2008).
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El procedimiento de analisis de datos para la verificaciéon de la linealidad implica la
comparacion entre los valores observados y los asignados, seguido de la evaluacién
de esas diferencias con un criterio de aceptabilidad definido por el laboratorio (Arroyo,
2021).

El protocolo EP06 es empleado por los fabricantes para establecer las caracteristicas
de desempefo sobre linealidad o por los laboratorios clinicos para verificar el intervalo
de medicion propuesto con anterioridad por el fabricante de los procedimientos de
medicidn cuantitativa (Gimenez, 2019). Este protocolo se aplica de manera consistente
en diferentes escenarios, variando el numero de niveles de concentracion y réplicas

utilizadas en el analisis.

Tabla 30. Caracteristicas del procedimiento de linealidad bajo diferentes condiciones de
aplicacion (Arroyo, 2021; CLSI, 2003).

Caracteristica Definicion

Se analizan entre 7 y 11 niveles de concentracion, realizando
de 2 a 4 replicados para cada nivel. Se recomienda que se
utilicen mas puntos y un rango de concentraciones de 20-
30% mas amplio que el rango previsto, lo que permitira
eliminar los puntos no lineales y establecer el intervalo
analitco mas amplio posible que cumplan las
especificaciones de linealidad.

Para establecer el
intervalo de linealidad

Para validar un método  Se analizan de 7 a 9 niveles de concentracion, realizando 2 o
“in-house” 3 replicados para cada nivel.

Se analizan entre 5 a 7 niveles de concentracion, realizando
2 replicados como minimo para cada nivel. Se recomienda
que el intervalo de concentraciones a evaluar sea similar a
los establecidos por el fabricante.

Para verificar el intervalo
de linealidad

*Cinco puntos es el niUmero confiable para describir de manera confiable el rango lineal. Si se
aumenta el numero de niveles se proporciona una descripcion mas exacta de la linealidad y
proporcionan un rango lineal mas amplio en caso de que sea necesario eliminar puntos, por lo
cual los usuario deben usar su juicio, sobre la cantidad de niveles y replicados a realizar.

Aunque se han descrito numerosos métodos experimentales para evaluar un rango
lineal, el enfoque mas ampliamente aceptado es el método polinomial descrito por

primera vez por Kroll et al. y posteriormente adoptado en el documento CLSI EP06-A.
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El enfoque de la guia se basa en un método polinomial, que utiliza un método
estadistico para determinar las concentraciones en las que el método carece de

linealidad y la magnitud de esa no linealidad para el nivel especifico de concentracion.

Este enfoque es estadisticamente riguroso y facil de implementar en programas de
hojas de calculo. Las versiones mas recientes de la guia hacen hincapié en la
necesidad de establecer los requisitos de error relacionados con la no linealidad
(Suasnavas, 2018; Hsieh & Liu, 2008).

El analisis de regresion polinomial es una técnica que permite encontrar una linea o
curva que se ajuste mejor a los datos, para asi poder interpolar un valor desconocido,
ya sea de un polinomio de primer, segundo o tercer grado. Este procedimiento consta

de dos pasos:

1. Evaluar la linealidad.
2. En caso de no linealidad, el céalculo del grado de no linealidad y comparacion

con los criterios de sesgo permitidos.

Orden Polinomio Regresion df (Rdf)
Primero y = by + bix 2
Segundo y - bO + blx + b2x2 3
Tercero y - bo + blx + bzxz + b3x3 4

Figura 11. Anadlisis de regresion polinomial (CLSI, 2003). £/ modelo de primer orden es
una linea con tendencia lineal. El modelo de segundo orden describe una relacion donde hay
una respuesta curva, ya sea con una tendencia creciente en la respuesta ("curva hacia arriba"
0 recuperacion creciente en niveles mas altos) o una tendencia decreciente (“curva hacia
abajo" o recuperacion decreciente en niveles mas altos). El modelo de tercer orden se ajusta a
situaciones en las que la respuesta cambia entre niveles;, Este modelo ajusta las respuestas
"sigmoideas” o inclinadas en "forma de S", al igual que los modelos donde la no linealidad
ocurre en los extremos del rango de medicion (CLSI, 2003).

En esencia, el método polinomial se utiliza para evaluar la no linealidad en un conjunto
de datos. La eleccion de polinomios se debe a que permiten representar relaciones no

lineales de manera mas precisa.
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El analisis estadistico realizado segun la guia permite determinar si un polinomio no
lineal se ajusta mejor a los datos en comparacion con uno lineal. Posteriormente, se
evalua si la diferencia entre el polinomio lineal y el no lineal que mejor se ajusta es
menor que el limite de sesgo permitido para el método. Este enfoque asegura que se
cumplan los criterios de aceptabilidad establecidos para la precision del método
(Suasnavas, 2018).

Aunque la guia nos permite evaluar el rango lineal de un valor cuantitativo sin
considerar directamente la precision y la veracidad, es importante tener en cuenta que
una precision deficiente puede dificultar una evaluacion precisa de la linealidad. Por lo
tanto, siempre se recomienda verificar la repetibilidad o, en ciertos casos, comenzar
con la verificacion de la precisidon. Esta practica garantiza una evaluacién mas eficiente

y confiable de la linealidad de un método analitico (CLSI, 2003; Suasnavas, 2018).

Antes de iniciar el protocolo de verificacién de la linealidad, es importante tener en
cuenta varias consideraciones y especificaciones para obtener resultados acordes con

el objetivo y que el resultado de la verificacién realmente sea el correcto.

Por ejemplo, la evaluacion del rango lineal debe abarcar concentraciones importantes,
como la concentracién analitica minima o el limite inferior del rango lineal, varios
limites de decision médica y la concentracion analitica maxima o el limite superior del
rango lineal. Ademas se recomienda recopilar muestras de acuerdo con la guia, es
decir analizandolas aleatoriamente durante una sola serie o series analiticas

estrechamente agrupadas.

Todo el protocolo de recopilacién de datos debe llevarse a cabo en el intervalo de
tiempo mas corto posible después de que se haya completado el periodo de
familiarizacién con el dispositivo. Idealmente, todos los resultados para un solo analito

se obtendran el mismo dia (Suasnavas, 2018; Arroyo, 2021).

Conjuntamente existen otras especificaciones que son importantes para empezar la
verificacion de la linealidad detalladas en la Tabla 31. Todas ellas permiten tener un
panorama de los requerimientos especificos necesarios a considerar antes de

comenzar el procedimiento.
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Tabla 31. Consideraciones previas para la verificacion de la linealidad (Westgard, 2013,
ema, 2008 y Hsieh &Liu, 2008).

Materiales
necesarios

Efecto
matriz

Numero
de niveles

Uso de
materia
comercial

Replicas

Metas
de error

Valores
aberrantes

Preparacion
de
diluciones

Diluyentes

Material
volumétrico

Secuencia
analitica
Rango
analitico

Caracteristicas

Se recomienda el uso de muestras de pacientes ya que reducen al maximo el efecto
matriz. Sin embargo las muestras de pacientes pueden generar un sesgo, por la
presencia de interferentes y la diluciones manuales o pretratamiento que pueden
aumentar el error analitico y afectar la precision en condiciones de repetibilidad.

Las muestras deben ser similares a las de las pruebas clinicas. Deben estar libres de
interferencias especificas que el método reporte, si lo anterior no puede cumplirse,
debera ser indicado en el reporte final, asi como cualquier tratamiento adicional. *Si
se analizan varios tipos de muestras (orina, suero, liquido cefalorraquideo, sangre total,
etc.), debera realizarse un estudio para cada tipo de muestra.

Se recomienda un minimo de 4 niveles de concentracion. Pueden ser utilizados mas
de 5 sobre todo cuando el rango reportable superior necesita ser maximizado, pero
se ha constatado que un niumero de 5 es conveniente y casi siempre suficiente.

Se permite el uso de material comercial con una matriz similar a la de las muestras
de pacientes, ya que puede resultar dificil obtener muestras que alcancen las
concentraciones maximas reportadas por el fabricante. *Se siguen las indicaciones del
fabricante respecto al procesamiento y analisis de resultados, asi como el uso de
materiales que no requieran de reconstitucion, cuya matriz sea similar a la matriz de las
muestras a evaluar y que abarque en mayor medida el intervalo analitico reportado por el
fabricante.

El evaluador debe proponer el numero de réplicas necesarias, aunque se
recomiendan 4 réplicas, 3 réplicas por nivel de concentracién son suficientes. *Se
debe preparar el volumen minimo exacto para realizar las diluciones con las réplicas
programadas, contando el volumen muerto que se requiere sobre todo en los equipos
automatizados.

Se deben definir previamente las metas de error (Error total aceptable ETa) para
cada analito. Las metas de linealidad se definen como un porcentaje de error total de
forma que el resultado en cada punto debe ser igual o inferior al porcentaje de error
maximo permitido definido a partir del ETa.

Se permite Unico valor aberrante durante la corrida, cuando de detecte mas de un
valor mediante un grafico de regresion o algin método estadistico se debe evaluar la
causa de error, corregir y repetir el ensayo de verificacion.

Se recomienda la preparacion de concentraciones equidistantes (Figura 12), aunque
la guia no es un requisito. Es necesario que las concentraciones sean conocidas, ya
sea por razones de dilucién o formulacion. *Se recomienda evaluar concentraciones
cercanas a los valores de decisiones clinicas segun el mensurando a evaluar.

Es importante utilizar un diluyente que no altere la matriz del espécimen si se trabaja
con muestras de pacientes. Para quimica clinica se usan el agua y la solucion salina.
Para otras pruebas, se utilizan preparaciones de albumina bovina o sérica,
especimenes con bajas concentraciones o suero libre de farmacos. *Se recomienda
seguir las especificaciones del fabricante para diluir especimenes de pacientes fuera
de rango.

Contar con el correcto material volumétrico para realizar las diluciones, ya que de lo
contrario se pueden presentar errores que afectan directamente el protocolo.

La secuencia de procesamiento de muestras debe ser aleatoria. Si existe un arrastre
significativo puede afectar los resultados del experimento.

Los niveles de concentracion para la medicion deben incluir o coincidir con los
valores minimos y maximos establecidos en las declaraciones de desempefio.
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Diagrama 2. Verificacion de la linealidad Guia EP06-A.
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Para la verificacion de la linealidad se recomienda analizar entre 5 y 7 niveles de
concentracion, aunque se permite utilizar mas niveles si se desea. Para cada nivel se
corren 3 replicados como minimo. Es recomendable que los niveles con concentracion

minima y maxima sean similares a los establecidos por el fabricante (Arroyo, 2021).
Los materiales necesarios para la verificacion de la linealidad son los siguientes:

1. Protocolo, que detalle los procesos a seguir.

2. Disoluciones, (es comun la preparacion de concentraciones equidistantes pero
no es un requisito).
Planilla de calculo o software.
Inserto del reactivo o manual proporcionado por fabricante.

Bitacora de trabajo, para llevar un registro detallado de todas las actividades.

Las muestras utilizadas en la determinacidén del rango lineal del resultado analitico
deben ser representativas de las muestras que se analizaran en las pruebas clinicas.
Es importante que estas muestras estén libres de interferencias conocidas que puedan
afectar los resultados y que estén en concordancia con las instrucciones del método

analitico, como la presencia de ictericia, hemdlisis o lipemia.

En caso de que no sea posible obtener muestras de libres interferencias, es necesario
indicar en el informe final cualquier tratamiento de muestra o tipo de matriz utilizada
durante la evaluacion. Esta informacion garantiza la transparencia y la comprension
adecuada de los resultados obtenidos en relacion con las condiciones especificas de

las muestras utilizadas en el estudio (CLSI, 2003).

El objetivo es asegurar que las muestras utilizadas para determinar el rango lineal
sean lo mas representativas posibles de las muestras clinicas reales, lograr una

evaluacion precisa y confiable de los resultados analiticos.

La Tabla 32 presenta una lista de posibles tipos de muestras en orden de
conveniencia. Al seleccionar una muestra para su analisis, es importante tener
precaucion y elegir la matriz adecuada que sea compatible con el método analitico

especifico utilizado.
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Tabla 32. Muestras recomendadas y sus caracteristicas para las disoluciones patrén
(CLSI, 2003).

Muestra y caracteristicas

1. Pool de muestras de pacientes
La matriz de muestra ideal consiste en una combinacién de muestras con concentraciones de
analito cercanas a los limites superiores e inferiores esperados. Se utiliza un pool de muestras
de pacientes con concentracion en el limite inferior para diluir el pool con concentracion en el
limite superior. Es importante ajustar las concentraciones finales de los pools analizados para
que estén dentro del rango deseado.

2. Pool de muestras de pacientes diluido con diluyente recomendado
Es importante utilizar el diluyente recomendado por el fabricante o probado como aceptable por
el laboratorio al diluir un pool/ de muestras de alta concentracion, ya que puede afectar los
resultados de la prueba. Ademas, en sistemas analiticos que permiten la dilucion de muestras,
el uso del diluyente aprobado ayuda a demostrar la linealidad en todo el rango de medicion y
documenta la idoneidad del diluyente. Los estudios de dilucion deben ser incluidos en el
establecimiento del rendimiento del fabricante, segun corresponda.

3. Pool de muestras de pacientes suplementado con analito
El material suplementario que contiene el analito no requiere ser de alta pureza si no hay
sustancias que interfieran. Si hay sustancias que interfieren presentes, deben reportarse
(fuente, pureza y efecto anticipado). Si se usa una solucion concentrada de analito para
complementar el pool, diluya lo menos posible (menos del 10%, como guia) y documente el
solvente utilizado.

4. Pool diluido con materiales de baja concentracion o pool de material tratado
Si es posible, utilice un pool de muestras de pacientes de baja concentracion. Alternativamente,
se pueden usar ciertos tratamientos para reducir la concentracion del analito (p. ej., didlisis,
tratamiento térmico y cromatografia). Tenga en cuenta que estos tratamientos pueden cambiar
el analito y/o la matriz fisica y/o quimicamente. Es importante mantener una matriz constante en
lugar de lograr niveles bajos simplemente por dilucion.

5. Material comercial de control/calibrador/linealidad
Analice estos materiales como lo haria con muestras de pacientes, si no se proporcionan las
mezclas adecuadas, use las muestras alta y baja para crear concentraciones intermedias. El
analito debe encontrarse en su forma fisiolégica normal (p. ej., ligado a proteinas o un
metabolito, si corresponde).

6. Pool diluido con solucién salina u otros diluyentes distintos del recomendado
Cuando utilice tales muestras, tenga cuidado con las diferencias de matriz que pueden afectar
los resultados. Estas diluciones deben mantenerse al minimo y documentarse.

7. Material de control comercial subdiluido o sobrediluido
Cuando se utilicen tenga cuidado con las diferencias de matriz que pueden afectar los
resultados: estos efectos pueden variar segun la concentracion. Las diluciones deben
mantenerse al minimo y documentarse. Se debe tener cuidado para lograr una solucién
completa.

8. Soluciones acuosas
El efecto de la matriz humana y su respuesta no se analiza cuando se utilizan soluciones
acuosas. Estos efectos pueden afectar la respuesta del método y la interpretacion de los
resultados. Aunque se prefieren materiales de alta pureza para minimizar posibles
interferencias, los materiales de menor pureza pueden ser aceptables. En muchos métodos de
quimica clinica de rutina, se utilizan materiales acuosos para la calibracion y la concentracion
establecida puede tener el valor esperado.

9. Solucion en otros solventes
Los efectos de matriz son incluso mas probables cuando se utilizan disolventes organicos.
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Figura 12. Protocolo de concentraciones equidistantes (Modificado de Rodriguez, 2016).
El protocolo requiere la inclusion de una muestra de alta concentracion, una muestra de
concentracion minima y/o un diluyente adecuado, el uso del inserto proporcionado por el
fabricante, un software o plantilla para el andlisis estadistico, asi como la definicion de un
criterio de calidad para el procedimiento de medicion.

Segun la guia EPO06, para implementar el protocolo de concentraciones equidistantes,
se necesitan una muestra de alta concentracién y una muestra de baja concentracion.
Concretamente, se requiere una muestra cercana al nivel cero o limite de deteccion, y
otra muestra que se situe cerca o ligeramente por encima del limite superior indicado

por el fabricante. El protocolo incluye los siguientes pasos (ema, 2008):

1. Determinar el volumen total necesario para realizar el protocolo.

1. Seleccionar pipetas volumétricas verificadas.

2. Etiquetar la muestra de concentracion mas baja como M1 y la muestra de
concentracion alta como M2.

3. Preparar las diluciones (Tabla 33).

Tabla 33. Preparacion de concentraciones equidistantes (ema, 2008).

Numero de Proporcién en volumen de la Proporcién en volumen de la
dilucion muestra M1 muestra M1

1 Usar sin diluir 0

2 (75/25) 3 1

3 (50/50) 2 2

4 (15/75) 1 3

5 0 Usar sin diluir

*Se puede adecuar el protocolo de preparacion de diluciones de acuerdo con el nimero elegido
por el evaluador, por ejemplo si se desean mas niveles pueden ser mezclados4a1,3a2,2a3
y 1 a4 para dar cuatro niveles intermedios para un total de seis niveles para el experimento.
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4. Evaluar cada una de las diluciones por triplicado para obtener la media de cada
dilucién.
5. Recopilar y procesar los datos obtenidos en una planilla de célculo.

La concentracion de cada dilucion (Ci) se calcula a partir de los volumenes (Vwmi1, Vm2) y

concentraciones (Cw1, Cmz2) de los pools bajos y altos (CLSI, 2003):

C _CL*VL*CH*VH
i VL*VI-I

Formula 14, para la concentracion de cada dilucion Ci. Donde, C.: concentracion baja,
VL: volumen bajo, Cx: concentracion alta, Vu: volumen alto.

El examen preliminar de los datos obtenidos consta de dos pasos, segun Westgard,
2014:

1. Identificar cualquier diferencia evidente o error significativo en los resultados. Si
no se detectan discrepancias, se procede al segundo paso.
2. Graficar los datos y examinar visualmente posibles valores atipicos en cada

concentracion de analito.

Para el analisis de datos, se realiza una representaciéon grafica donde se colocan los
datos medidos en el eje (Y) y los valores asignados, tedricos, relativos o factores de
dilucion en el eje (X). Este grafico proporciona una representacion visual que permite

evaluar la linealidad del método y detectar areas de posible no linealidad.

Opcionalmente se puede graficar la media de cada conjunto de replicas por nivel, lo
que facilita la identificacion de desviaciones graves de la linealidad, puntos atipicos,

errores de transcripcidon o posibles problemas con el instrumento.

Si es necesario, organice los datos de cada grupo en orden cronoldgico para evaluar la
desviacién o las tendencias. En caso de encontrar alguna diferencia excesiva, se
deben reemplazar los datos de toda la ejecucidn después de corregir la causa. Es
importante tener en cuenta que los datos que revelan problemas pueden ser
indicativos del rendimiento real del método (Westgard, 2014; CLSI, 2003).
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Durante el analisis de los datos, se debe observar las diferencias entre las respuestas
en cada nivel. En un patron lineal, los pendientes de los segmentos seran
aproximadamente iguales. Cualquier tendencia creciente o decreciente sugiere la
presencia de no linealidad en el método. Ademas, es necesario examinar visualmente
los valores de respuesta (yi) en relacion con los demas valores de Y para una
concentracion determinada. Si un valor de respuesta parece estar significativamente
alejado de los demas, se debe considerar como un valor atipico y eliminarlo del
conjunto de datos. Dos 0 mas valores atipicos sin explicacion arrojan dudas sobre el

rendimiento del sistema de prueba.

El examen visual de la grafica XY es importante para evaluar la linealidad y determinar
si existe una relacién clara entre las variables. Este examen ayuda a identificar la
necesidad de ajustar el rango de prueba y seleccionar los métodos estadisticos
apropiados para el analisis posterior. Es importante tener en cuenta que la linealidad
puede variar entre métodos estadisticos y clinicos, por lo que es crucial que el analista

comprenda y defina claramente ambos conceptos (CLSI, 2003).

Un valor atipico se refiere a un dato visual y estadisticamente diferente que no se
ajusta al patron general de los datos. Estos valores se aplican a las réplicas
individuales y no deben confundirse con errores sistematicos. Los valores atipicos

pueden surgir debido a errores administrativos, fallas en el sistema u otros factores.

Aunque existen métodos estadisticos para identificar y analizar los valores atipicos, la
evaluacion visual es la primera instancia recomendada para detectarlos. La Guia
EPOG-A sugiere el uso de pruebas estadisticas, como el test de Grubb o Dixon, para
identificar los valores atipicos de manera mas precisa y objetiva. Estas pruebas tienen
un enfoque estadistico para determinar si un dato en particular es un valor atipico en
relacion con el resto de los datos (INACAL, 2018; Morales & Gutiérrez, 2019).

Si se identifica un solo valor atipico en un conjunto de datos, generalmente se puede
eliminar sin necesidad de reemplazarlo. Sin embargo, si hay mas de un punto que
parece estar fuera del patrén de datos, es probable que exista imprecision y se debe

identificar y abordar la causa subyacente.
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En este punto, es necesario aplicar los procedimientos de resolucién de problemas,
que pueden incluir ponerse en contacto con el fabricante para obtener ayuda, si los

valores atipicos no tienen una explicacion clara (CLSI, 2003; Suasnavas, 2018).

Un procedimiento de medida se considera estadisticamente lineal si la ecuacidn
obtenida a partir de los puntos trazados sigue una funcion lineal de primer orden, que
es el modelo mas comun y simple. La recta en el grafico representa las diferentes
diluciones utilizadas, las cuales se definen mediante una variable X o variable
independiente. La variable Y, que corresponde a la media de las réplicas de cada
dilucion, se representa en el eje vertical del grafico. En este modelo, se obtiene la
pendiente e intercepto, y el coeficiente de regresion lineal b1, que no es relevante ya

que la ecuaciéon describe una linea recta.

Sin embargo, si la ecuacién obtenida no sigue un modelo de orden 1, se debe evaluar
la linealidad clinica utilizando ecuaciones de orden 2, 3 0 4. Para que un procedimiento
de medida sea considerado clinicamente lineal, el error de no linealidad no debe
exceder el 50% del requisito de calidad establecido (Westgard, 2014). Esto significa
que el procedimiento debe mantener una relacién lineal satisfactoria dentro del rango

de concentraciones clinicamente relevantes.

Para evaluar la linealidad en un método, se utilizan herramientas que permiten
determinar si existe una relacién lineal y si la curva generada se ajusta a un modelo de
primer orden u a otro tipo de ecuacion, como un modelo polinomial. Después de
descartar los valores atipicos, se deben seguir las recomendaciones establecidas en la

guia CLSI EP6-A, que incluyen los siguientes pasos:

1. Realizar el analisis de la regresion polinomial para los polinomios de
primero, segundo y tercer orden.

2. Obtener el error estandar de la pendiente para cada coeficiente (SEi).

El error estandar se define como la desviacion estandar de una estimacion. El error
estandar del coeficiente mide con qué precisién el modelo estima el valor desconocido
del coeficiente, y es siempre positivo, lo que permite medir la precision de la
estimacion del coeficiente. Cuanto menor sea el error estandar, mayor sera la

precision de la estimacion.
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El error estandar de la pendiente se utiliza para calcular el valor t, que se obtiene
dividiendo el coeficiente por el error estandar. Esta formula se utiliza para evaluar la
significancia estadistica de la pendiente del modelo en relaciéon con la hipétesis nula.

El valor t se compara con un valor critico para determinar si la pendiente es

estadisticamente significativa (Minitab, 2022).

Este valor se puede obtener automaticamente con cualquier software estadistico, ya
que su calculo algebraico puede ser complejo. Bajo los supuestos de errores
gaussianos independientes e idénticamente distribuidos, la matriz de covarianza de las
estimaciones del coeficiente de regresion se calcula utilizando la férmula: Var (8)= 62
(X™X)!* donde X es la matriz de disefio que contiene las variables independientes de
cada punto de datos, y o2 es la varianza de los errores. Para obtener el valor de SEi, se
multiplica la varianza de los errores (también conocida como varianza residual) por los
elementos diagonales de la matriz inversa del producto (X™X)', en el caso de la

regresion lineal (Montgomery, Peck & Vinig, 2003).

En el caso de modelos de segundo y tercer orden, el célculo del valor SEi se basa en
la matriz de covarianza de las estimaciones de los coeficientes, pero el calculo exacto
de SEi es mas complicado y puede requerir software estadistico especializado o

métodos numéricos.

En el ejemplo de linealidad, encontrado mas adelante, se obtuvo el software R, que es
un lenguaje de programacién estadistica gratuito y ampliamente utilizado. Este
software proporciona herramientas estadisticas para el analisis de regresion y otros
analisis de datos. Utilizando el software, se pueden calcular automaticamente los

valores del error estandar del coeficiente y realizar diversos analisis estadisticos.

En el analisis de regresion, la varianza de error se calcula de acuerdo las siguiente

formula:

Formula 15, para la varianza de error. Donde, SR: la raiz cuadrada de la sumatoria de los
cuadrados de los residuos, df: numero de grados de libertad.

79



El segundo paso en la evaluacion de la linealidad implica comprobar la significancia
estadistica de los coeficientes no lineales, es decir, determinar si estos coeficientes
son significativamente diferentes de cero. Esto se puede realizar utilizando la prueba t,

para los coeficientes no lineales:

3. Calcular Prueba T con la férmula, para comparar con la t critica.

b;

t =
SE,

Férmula 16, para el calculo de T-test. Donde, bi: coeficientes de regresion polinomial, SEi: error
estandar de la pendiente para cada coeficiente no lineal.

*Los dos primeros coeficientes (bo y b1) no se prueban porqué no reflejan la no linealidad, la
prueba se calcula para b2 y bs.

4. Calcular los grados de libertad con la Formula 17.

df =L-R — Rdf

Formula 17, para el calculo de los grados de libertad. Donde, L: nimero de diferentes
preparaciones o concentraciones de muestra, R= nimero de réplicas en cada preparacion o
concentracion, Rdf= nimero de grados de libertad consumida por el analisis de regresion o el
numero de coeficientes en el modelo de regresion, incluido bo.

Un método para evaluar la significancia estadistica de los coeficientes no lineales es
comparar el valor calculado del estadistico de prueba con el valor critico
correspondiente. Es importante tener en cuenta que estas pruebas de significancia
estadistica solo indican que se ha detectado una no linealidad en los datos, pero no
confiable informacion sobre si dicha no linealidad es lo suficientemente grande como

para afectar los resultados clinicos o tener relevancia practica.

5. Buscar el valor critico para t (0=0.05) en la tabla para linealidad (que se
encuentra en anexo 3).

6. Determinar si el valor-p denota o no significancia estadistica de los

coeficientes no lineales, de acuerdo con la siguiente informacion:
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Si ninguno de los coeficientes no lineales b2 o bs en el modelo de tercer orden es
significativo, (p>0.05), entonces el conjunto de datos se considera lineal y el analisis

esta completo.

Si alguno de los coeficientes no lineales b2 en el modelo de segundo orden, o b2obszen
el modelo de tercer orden son significativos (p<0.05), entonces el conjunto de datos es
no lineal, segun el protocolo de la guia EPO06. Este enfoque proporciona una forma
objetiva de evaluar la linealidad basada en la evidencia estadistica obtenida de la
muestra analizada (CLSI, 2003).

Por lo tanto, ademas de la evaluacion de la significancia estadistica, es necesario
determinar el grado de linealidad y su posible impacto en la interpretacion de los
resultados clinicos. Esto implica considerar el contexto clinico, la magnitud de la no
linealidad y los criterios de calidad o requisitos establecidos para el método en

cuestion.

El andlisis de grado de la no linealidad es una estadistica que proporciona una medida
de la diferencia entre los resultados y el modelo polinomial de mejor ajuste. Al realizar
este analisis, se calcula el error estandar para cada modelo polinomial considerado. El
modelo que tenga un error estandar mas bajo sera el que proporcione un mejor ajuste
a los datos observados (CLSI, 2003).

4) Elegir el polinomio no lineal (de segundo o tercer orden) que mejor se ajuste de

acuerdo con el analisis del error estandar de regresion (Sy.x).

El error estandar de la regresion es una medida estadistica que indica la distancia
media entre los valores observados y la linea de regresidon. Representa la discrepancia

entre los resultados medidos y el modelo utilizado (Montgomery, Peck & Vinig, 2003).

Es una métrica importante para comparar diferentes modelos de regresion. El modelo
polinomial con el valor mas bajo de error estandar de la regresion (Sy.x) se considera
el que proporciona el mejor ajuste a los datos. El céalculo de esta medida estadistica
también es complejo, siendo recomendable el uso de softwares o programas

especificos para obtener el dato (CLSI, 2003).
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5) Calcular la desviacion de la linealidad en cada concentracion con la siguiente

formula.
DL; = p(x;) — (bg + byx;)

Formula 18, para el calculo del grado de no linealidad. Donde, DLi: la diferencia que existe
entre el modelo de segundo (cuadratico) y tercer (cubico) orden y el modelo de primer orden
(lineal) en cada uno de los niveles de concentracion.

*Se expresa en las unidades del analito para que pueda compararse con objetivos predefinidos y
pude ser expresada en porcentaje.

Si cada valor DLi, son inferiores al criterio establecido (DLi < criterio establecido),
incluso si se ha detectado una no linealidad estadisticamente no significativa, no es

importante ya que la cantidad de error esta dentro del objetivo deseado.

Sin embargo, si algun valor de DLi excede el criterio (DLi > criterio establecido), indica
un posible problema con la linealidad en el nivel determinado. En tal caso, se deben

seguir los siguientes pasos segun las recomendaciones del CLSI (CLSI, 2003):

1) Identificar el motivo de la no linealidad, que puede estar relacionada con,
preparacion de la muestra, interferencia, calibracion del instrumento, entre otros.
Es necesario eliminar la causa subyacente. En esta etapa, es posible ponerse
en contacto con el representante del sistema o instrumento utilizado para

obtener orientacion adicional.

2) Examinar el grafico de respuesta frente a concentracion. Si se observa que la
no linealidad ocurre en alguno de los extremos de la concentracion, una opcidn
es eliminar el punto de datos correspondiente donde DLi fue excesivamente
grande y luego volver a realizar el analisis estadistico. Es importante tener en

cuenta que al eliminar este punto, se reducira el rango lineal del método.

Tabla 34. Criterios DLi para la verificacion de la linealidad de un método.

Valor DL, < Criterio establecido Verificacion aceptada

Valor DL; > Criterio establecido Seguir recomendaciones de la guia utilizada
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3.7.4.4.3. Veracidad

De acuerdo con la definicion del VIM (2008), la veracidad de medida se refiere a “la
proximidad entre la media de un numero infinito de valores medidos repetidos y un
valor de referencia”. En otras palabras, la veracidad se relaciona con la precision y
exactitud de las mediciones, y como se comparan con un valor de referencia conocido

o aceptado.

Tabla 35. Resumen del parametro veracidad: definicion y expresion (Taverniers, et al.,
2004).

Parametro Definicion Expresion
La proximidad del acuerdo entre la Sesgo: %error: diferencia entre el
- idad expectativa del resultado de la prueba valor medido y el valor real.
eracida (valor medio esperado) y el valor de
referencia aceptado (valor verdadero). Sesgo = Media globalx — VT

La veracidad de medida esta inversamente relacionada con el error sistematico, pero
no guarda ninguna relacion con el error aleatorio. El error sistematico puede
expresarse como un valor absoluto o relativo al valor verdadero y puede manifestarse
de dos formas: como un error sistematico constante, que se mantiene constante en un
rango de concentraciones, 0 como un error sistematico proporcional, que varia
predeciblemente en todas las medido. En los errores sistematicos hay un
desplazamiento de la media respecto a su valor original (ema, 2008), como se puede

observar en la Figura 13.

El sesgo de medida se refiere al valor estimado del error sistematico en una medicion,
es la diferencia entre el valor medio determinado por el laboratorio para el analito de
interés y el valor verdadero esperado o de referencia. Se expresa en unidades de
concentracion o actividad, también como porcentaje. En un analisis quimico, este
sesgo puede ocurrir si el método no logra extraer completamente el elemento de
interés o si la presencia de un elemento interfiere en la determinacion de otro (Garzén
2006; Romero, 2019; Morales & Gutiérrez, 2019).
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Valor Media
Trazable Observada

Dispersion
Observada

| Xl

iy
Sesgo

Error Sistematico (ES) o Inexactitud, como se
muesira por el cambio o sesgo entre el valor de la
media y el valor verdadero o correcto.

Figura 13. Error sistematico (ES) o inexactitud (Westgard, 2013), esta inversamente
relacionado con la veracidad o directamente con la inveracidad, pero no esta relacionada con
el error aleatorio. Los errores sistematicos estan en una sola direccion y causan que todos los
resultados de examenes sean altos o bajos; por lo que la estimacion de cuanto se desplaza la
media o de cuanto tan altos o bajos son los valores puede ser descrito por el sesgo (Westgard,
2013).

El sesgo se estima mediante la comparacion de los resultados de las medidas
obtenidas en muestras de control de calidad, materiales de prueba, muestras de
aptitud o estandares de referencia, con los valores target (VT) correspondientes. Para
ello, se realiza un analisis preliminar de los datos, descartando valores atipicos que

pueden afectar la precision de la estimacion.

Una vez realizado el analisis preliminar de datos y descartando valores atipicos se
debe identificar el VT en la informacién del inserto, o mediante la media del grupo de

comparacioén correspondiente al mes considerado (Pum, 2019).

Aunque para la verificacion de la veracidad existan diferentes fuentes de materiales
para determinar el sesgo, todos ellos deben contar con un VT y una incertidumbre
expresable como el error estandar del material de referencia serm, conocido también
como error estandar asociado al valor asignado, verdadero o target sevr, el cual debe
ser declarado por el fabricante o estimada a partir de otros estadisticos asociados a la

asignacion de valores.
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Es importante tener en cuenta que las concentraciones deben comprender niveles de
decision médica y limites de referencia, también se debe considerar la confiabilidad del
VT buscando aquel con el menor error estandar del material de referencia (serwm), valor
que sera determinado de acuerdo con el material seleccionado (Romero, 2019).
Existen otros factores a considerar antes de comenzar con la verificacion, los

principales se explican en la Tabla 36.

Tabla 36. Factores para considerar antes de la verificacion de la veracidad (INACAL, 2018;

Suasnavas, 2018).

Factores Descripcion
Duracion del Depende de la directriz o guia utilizada, ej. EP15-A3, 5-7 dias, segun
experimento comparacion de métodos: optimo 20 dias.
Materiales para Las muestras por utilizar estan descritas en la Tabla 37. Herramientas y
la verificacion | materiales de referencia para la verificacion de la veracidad.
El nimero de materiales depende de las concentraciones que son
Cantidad de criticas para el uso clinico del examen. Se recomienda utilizar
materiales y concentraciones que estén cercanas a los niveles de decisiéon médica o
concentraciones a los limites de referencia, o que simplemente se encuentren en las
regiones que corresponden a los valores normales y patolégicos.
Numero de Al menos 20 estimaciones totales, mientras mayor sean, se proporciona
replicas una mejor estimacion. El disefio experimental de 5 x 5 es sugerido.

La eleccion del material depende del propdsito del usuario para estimar el sesgo,
ademas del tiempo y costo que involucra cada material. Por ejemplo el procedimiento
mas sencillo para la evaluacion de la veracidad es el que utiliza materiales de

referencia con valores asignados pero su costo elevado es la principal desventaja.

Otra opcidn es utilizar materiales obtenidos mediante programas de comparacion entre
laboratorios, donde se establece un consenso sobre los valores asignados. Estos
programas requieren una inversidon de tiempo, ya que generalmente se necesita
participar durante un periodo de al menos 6 meses para obtener resultados
significativos. También existen materiales en los que el valor se obtiene al aplicar un
procedimiento de medicion de referencia, estos implican un calculo estadistico mas
complicado y la colaboracion con un laboratorio que utiliza una metodologia de

referencia reconocida (Ramirez, 2016).
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Tabla 37. Herramientas y materiales de referencia para la verificacion de la veracidad
(INACAL, 2018).

Herramientas para la verificaciéon de Materiales para la verificaciéon de
veracidad veracidad

Valoraciéon de un material de referencia
certificado:

Materiales certificados de referencia

Materiales de referencia

a) Valoracion por el calculo de error .
) P Controles de veracidad

relativo.
b) Valoracién por el célculo de Materiales de control de participacion de
porcentaje de recuperacion. esquemas interlaboratorio
Estudios de comparacion de métodos Materiales con participacion en PEEC

Estudios de comparacion interlaboratorios =~ Materiales de control comercial con valores
con base en los resultados de programas asignados
de ensayos de aptitud

La calidad de cada material utilizado para estimar el sesgo depende de la estimacion
del VT. En el caso de los materiales de concentracion conocida que se utilizan como
suplemento en un grupo de muestras de pacientes libres de analito, el valor objetivo se
establece de acuerdo con la practica, sin incertidumbre y con un error estandar de
cero. Lo mismo que ocurre con los materiales utilizalos en CCl, donde a menudo no se

conoce su incertidumbre o serwm.

En ambos casos, existe una alta probabilidad de que el resultado promedio medido en

el experimento caiga fuera de ese intervalo de verificacion mas estrecho.

En los materiales que presentan un valor promedio y desviacion estandar resultantes
de la participacion de varios laboratorios con un método igual o equivalente al usado
por el usuario final, como los utilizados en pruebas de competencia, evaluacién
externa de la calidad y programas de control de calidad interlaboratorio, el serm puede
ser calculado con base en los estadisticos descritos y numeros de laboratorio. Se
recomienda como numero Optimo de laboratorios un minimo de 20 para obtener un VT
confiable (Suasnavas, 2018; Pum, 2019).

Las diferentes formulas para su calculo dependiendo del material utilizado, asi como

su descripcion se expresan en la Tabla 38.
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Tabla 38. Materiales de seleccion y estimacién del error estandar del valor target

asignado sevr o error estandar del material de referencia serm (Romero, 2019).

Materiales Férmula Descripciéon

U serm: Error estandar del valor asignado
Serm = U: Incertidumbre expandida.

Materiales de referencia K: Factor de cobertura (95%=2)

serm: Error estandar del valor asignado

Materiales con Sen = SDg  sDg: Desviacion estandar del grupo de
participacion kM~ /Ng  comparacion.
interlaboratorio Ng: Cantidad de laboratorios del grupo de
comparacion

serm: Error estandar del valor asignado
Dg SDg: Desviacion estandar del grupo de

%)

Materiales de EQQ/PT SeRM = JNg  comparacion
Ng: Cantidad de laboratorios del grupo de
comparacion
Materiales de control B serm: Error estandar del valor asignado
comercial (control serm = 0 Como no existe informacion se asume un
interno) valor de “0” cero.

El protocolo EP15-A propone una metodologia para evaluar simultaneamente la
verificacion de la precision y la veracidad de un método analitico que ha sido validado
previamente por el fabricante. El experimento para realizar esta evaluacion se estima
que tomara alrededor de cinco dias, aunque también se puede extender una semana o
mas si se busca una mayor confiabilidad en los resultados. No es necesario llevar a
cabo el experimento de forma consecutiva, se pueden programar los dias segun la
disponibilidad del laboratorio. La estimacién del sesgo puede realizarse con los
resultados previos de la verificacion de la precision, si el material aprobado tiene un

VT, o también llamado valor asignado (Suasnavas, 2018; Romero, 2019).

La guia recomienda seleccionar por lo menos dos materiales que representen
concentraciones proximas al nivele de decision médica bajo y al nivel de decision
médica del rango reportable del método. Si es el caso del material de eleccion, deben
ser preparados de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y analizados por
duplicado durante 3 o 5 corridas. De la misma forma también se puede utilizar el

disefio de 5x5 descrito para la verificacion de la precision (Suasnavas, 2018).
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Diagrama 3. Verificacion de la veracidad Guia EP15-A3.
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Aunque los calculos para la verificacion de le veracidad varian segun el material
empleado, la estimacion del sesgo de acuerdo con la EP15 requiere que se deriven
dos estadisticas para asegurar la veracidad: Una estadistica y otra clinica. A

continuacion se describen los pasos involucrados en estos calculos (INACAL, 2018):

1. Calcular la media o promedio total del experimento (k).

2. Obtener el error estandar total de la media (Se;), (Formula 19y 20).

3. Calcular el error estandar asociado al VT (segy), que depende del material
seleccionado (Tabla 38).

4. Obtener el error estandar combinado (Se.), (Férmula 21.)

g [ nRep 1)52]
°x= |nRun "Wt nRep R

Formula 19, desarrollada para el calculo del error estandar de la media. Donde Sex: error
estandar de la media, Swi: desviacion intralaboratorio, Sr: desviacion estandar en condiciones de
repetibilidad, nRun: numero de corridas y nRep: numero de replicados por dia.

_ — 2_ 2
Se. =S/ |dfx+1 Sec = vSe’s + Seg,

Formula 20, simplificada para la estimacion Formula 21, para la estimacion del error
del error estandar de la media. Donde Sex: estandar combinado. Donde Sec: error
error estandar de la media, Swi: desviacion estandar combinado, Sex: error estandar de la
intralaboratorio, dfx: grados de libertad parala media y serwm: error estandar del valor asignado.
media.

La estimacion del error estandar de la media se realiza con el fin de conocer la dispersion
de los valores alrededor de la media. El calculo depende de la informacion con la que se
cuente, se puede recurrir a una férmula de error mas simplificada (parte inferior izquierda), si
se cuenta con informacion necesaria. La guia EP15-A3 recomienda sustituir los valores
experimentales de SD precision interlaboratorio y SD repetibilidad por la repetibilidad del
fabricante (Sg) y la imprecision dentro del laboratorio (Sw.). Estos valores se obtienen de la
tabla de precision encontrada en el inserto del procedimiento. Si el estudio de verificacion
indica que el desempefo en el laboratorio es consistente con lo descrito por el fabricante
Teniendo de los valores de serm y Sex calcula el error estandar combinado.

89



5. Calcular los grados de libertad combinados. Este calculo también depende del
material elegido, por ejemplo, para los grados de libertad combinados con

control de fabricante o interno se utiliza la Formula 23.

La determinacion de estadisticos como el valor tau, cuando se utilizan materiales de
control con participacion interlaboratorio o de control externo, requiere tener

informacion sobre la cantidad de participantes.

El valor tau es obtenido al dividir el error estandar asociado al VT por el error estandar
(serw/sex). El propdsito de su calculo es determinar los grados de libertad combinados
(dfc), para el numero de laboratorios utilizados segun su nivel de concentracion. Para
obtener estos grados de libertad se debe consultar las tablas descritas en la guia
EP15. Otra opcion es utilizar la formula de Satterthwaite para determinar los grados de
libertad combinados (Suasnavas, 2018; Pum, 2019).

51,52
1 2 dfc = nRun — 1

2\ 2 2
L i +LS_22
n1—1 n4q nz—l(nz)

df

Férmula 22, de Satterthwaite para el calculo Foérmula 23, para el calculo de los grados de
de los grados de libertad combinados con libertad combinados con control de
Control Interlaboratorio fabricante. Donde nRun: numero de corridas.
(Programas de Ensayo de Aptitud). Donde S1%
varianza muestral de la primera muestra, S22
varianza muestral de la primera muestra, n1:
tamano de la primer muestra, n2: tamafio de la
segunda muestra.

Sepy

tau =
Sef

Formula 24, para la estimacion del valor tau para el calculo de los grados de libertad

combinados con Control Externo o Control Interlaboratorio para calculo de grados de
libertad (df). Donde SErwm: error estandar del valor asignado, Sex: error estandar de la media.
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Obtenidos los grados de libertad, se puede:
6. Calcular la probabilidad (Formula 25).

0.025

Probabilidad = 1 —
#muestras

Formula 25, para el calculo de probabilidad. Donde, #muestras: nimero de muestras
utilizadas.

Para 1 muestra, se trabaja con 0.9750; para 2 muestras, se trabaja con 0.9875; para 3
muestras, se trabaja con 0.9917; para 4 muestras, se trabaja con 0.9938 y para 5 muestras,
se trabaja con 0.9950.

7. Calcular el intervalo de verificacion VI al 95%.

Para la determinacion del estadistico “t de student” se utiliza la relacion entre los

grados de libertad combinados y el valor de probabilidad.

El calculo de t para un nivel de significancia de a =0.05, se determina de manera
rapida usando la formula de Excel: INV.T(probabilidad, grados de libertad combinados)
(Romero, 2019). Una vez obtenida toda la informacion necesaria, se puede determinar

finalmente el VI utilizando la Formula 26.

VI =VT + (tprobabilidad,dfc * SeC)

Férmula 26, para el Intervalo de verificacion VI. Donde VT: valor target, t: t de student,
dfc: grados de libertad combinados y Sec: error estandar combinado.

Para determinar la aceptabilidad de la verificacidn de la veracidad, es importante que
el valor promedio de las mediciones del experimento se encuentre dentro del intervalo
de verificacion. Sin embargo, desde un punto de vista clinico, se requieren férmulas
especificas para estimar el sesgo. Ademas, es necesario considerar el valor del error

total aceptable, el cual puede variar segun la fuente de referencia utilizada.

EL TEa, debe tener unidades de concentracion (TEac), lo cual permite calcular el error

sistematico (ESac). El ESac se calcula dividiendo el error total aceptable: TEac/2.
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Para que el sesgo del experimento sea considerado aceptable, debe ser menor al

ESac. El sesgo se calcula con la Férmula 27.

Sesgo= Media globalx — VT

Formula 27, para la estimacion des sesgo. Donde VT: Valor objetivo del material de
referencia.

En la evaluacion clinica, se considera que existe un sesgo clinicamente no significativo
cuando este es menor al 50% del requisito de calidad establecido. Sin embargo, si el
sesgo supera este limite, se considera que la verificacién ha sido rechazada (INACAL,
2018).

3.7.4.4.4. Incertidumbre

La estimacion de la incertidumbre de medicion en los resultados generados por un
sistema de medicion de rutina es un aspecto fundamental para verificar su
desempeno, si un laboratorio clinico utiliza procedimientos de examen adecuados para
su propdsito, obtiene resultados que son trazables y tienen un nivel de incertidumbre

apropiado (ema, 2008).

De acuerdo con el VIM (2008), la incertidumbre de medicion (U) se define como el
"parametro no negativo que describe la dispersion de los valores asignados a una
magnitud, a partir de la informacion que se utiliza", en el contexto del laboratorio
clinico, el término "magnitud" se refiere al analito o al examen especifico que esta

siendo evaluado.

La incertidumbre es una forma de estimar la probabilidad de que el resultado esté
cerca del valor 6ptimo posible, teniendo en cuenta el conocimiento disponible en ese
momento. Esta estimacion puede ser representada mediante varios parametros, como
la desviacion estandar, lo cual se conoce como incertidumbre tipica de la medida (o un
multiplo de esta desviacion). También puede ser expresada como la semiamplitud de
un intervalo con una probabilidad de cobertura especifica (JCGM, 2008; VIM, 2008).
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Tabla 39. Resumen del parametro incertidumbre: definicién y expresién (VIM, 2008).

Parametro Definicion
Parametro relacionado con los resultados de una medicion que describe la
Incertidumbre dispersion de los valores o margen de error asociado, que podria
(u) razonablemente ser atribuidos al objeto o cantidad medida. Proporciona

informacion sobre la confiabilidad y la calidad de los resultados obtenidos.

La incertidumbre de medida incluye numerosos componentes que contribuyen a la
variabilidad de resultados. Considerando fuentes de error, tanto sistematicas como
aleatorias, que pueden afectar los resultados de una medicion. Estas fuentes de error
engloban aspectos como imperfecciones en los instrumentos de medicion, limitaciones
en los procedimientos de medicidn, condiciones ambientales variables, habilidades del
operador, entre otros factores (ema, 2013; JCGM, 2008).

Valor Media
Trazable Observada
Dispersion
Observada

X1

Sesgo
fp—
Veracidad

Error del resultado
e —— — —
Exactitud

Figura 14. Incertidumbre de medida (Westgard, 2013). La estimacion de la incertidumbre
puede darse en diversas formas, la forma basica, es la de desviacion estandar (incertidumbre
Tipica o Estandar). Estimados de componentes multiples del proceso de medicion pueden ser
combinados adicionando las varianzas de los componentes individuales, luego tomando la raiz
cuadrada de las varianzas combinadas, lo que se conoce como Incertidumbre tipica
combinada. Estos componentes pueden ser estimados experimentalmente (Evaluacion del
Tipo A de la incertidumbre) u obtenidos a partir de informacién publicada, teodricos, (Evaluacion
del Tipo B de la incertidumbre). La incertidumbre se expresa como un intervalo de confianza
con un factor de cobertura establecido: Incertidumbre Expandida o Incertidumbre Combinada
Expandida con un factor de cobertura de 2 para un intervalo del 95% (Westgard, 2013).
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La evaluacién tipo A de la incertidumbre de medida permite calcular algunos de estos
componentes mediante el analisis estadistico de una serie de observaciones
realizadas bajo condiciones definidas. Este método se fundamenta en la distribucion
estadistica de los valores obtenidos a partir de una serie de mediciones, lo que permite
caracterizar los componentes de la incertidumbre utilizando desviaciones tipicas (VIM,
2008; Westgard, 2013).

Los componentes restantes de la incertidumbre de medida pueden calcularse
mediante una evaluacion tipo B. Este método se distingue por el uso de desviaciones
tipicas evaluadas a partir de funciones de densidad de probabilidad, las cuales se
basan en la experiencia u otra informacién. A diferencia de la evaluacién de tipo A, la
evaluacion de tipo B no se apoya en el analisis estadistico de series de observaciones,

sino que utiliza diferentes métodos para estimar la incertidumbre (CLSI, 2012).

En general, cuando se habla de la incertidumbre de medida, se asume que esta
asociado a un valor especifico asignado al mensurando, por lo tanto, cualquier
modificacion en este valor conlleva una modificacion en la incertidumbre asociada. La
informacion utilizada para determinar la incertidumbre puede probarse de diferentes
fuentes, como valores autorizados y publicados, valores de cantidad de materiales de
referencia certificados, certificados de calibracion, estudios de precision de

instrumentos de medicion verificados o limites derivados de la experiencia personal.

Aunque tanto las evaluaciones de tipo A como las de tipo B son tratadas de la misma
manera, en las solicitudes de autorizacién o aprobacién de dispositivos por parte de
las agencias reguladoras generalmente se prefiere utilizar evaluaciones de tipo A
siempre que sean practicas y factibles. Estas evaluaciones se basan en el analisis
estadistico de series de medicion y garantizan una base solida para la estimacion de la
incertidumbre de medida (CLSI, 2012).

La “Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement” (GUM), se publicé por
primera vez en 1993 posteriormente se corrigid y reimprimié dos afos después; surgio
como parte de una colaboracién de organizaciones nacionales e internacionales y fue
desarrollado especificamente para laboratorios de calibraciéon y ensayos en campos

como la quimica analitica y las pruebas fisicas, posteriormente otras organizaciones
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también han definido el concepto dando un enfoque mas practico para implementar en
el control de calidad existente en el laboratorio clinico. Estos enfoques practicos
buscan implementar medidas efectivas para garantizar la calidad y confiabilidad clinica
de los resultados obtenidos en el laboratorio (Pum, 2019). La Tabla 40 es necesaria

para comprender su importancia estableciendo las siguientes definiciones.

Tabla 40. Conceptos asociados a la incertidumbre de medida (Westgard, 2014).

Definicion
Incertidumbre Término utilizado para describir la incertidumbre de un resultado de
Tipica medicion. Se representa mediante la letra (u) y se expresa en forma de

(Estandar) desviacion tipica.
Parametro que se obtiene al dividir la incertidumbre de medida entre el
Incertidumbre resultado de una medicion, simbolizada como ur.. Proporciona una
tipica relativa ' estimacion de la incertidumbre relativa o proporcional al valor obtenido en
la medicion.

Se simboliza como uc. Se obtiene cuando el resultado se consigue a partir
de los valores de otras magnitudes, como la precision y el sesgo. Es igual
Incertidumbre 3 |3 raiz cuadrada positiva de una suma de términos, siendo éstos las

Tipica varianzas o covarianzas de esas otras magnitudes, ponderadas en funcion
Combinada de la variacién del resultado de medida con la variaciéon de dichas
magnitudes.

La incertidumbre expandida U, es parametro que se utiliza para definir un

Incertidumbre intervalo relacionado con el resultado de una medicion, dentro del cual se

Expandida | espera encontrar una fraccién significativa de los valores que podrian ser
razonablemente atribuidos al mensurando.

* La fraccion se refiere a la probabilidad o nivel de confianza asociado al intervalo definido por la
incertidumbre expandida.

** Para asignar un nivel especifico de confianza a un intervalo determinado por la incertidumbre
expandida, es necesario hacer suposiciones explicitas o implicitas sobre la distribucion de
probabilidad representada por el resultado de la medida y su incertidumbre combinada. El nivel
de confianza que se puede atribuir a este intervalo tiene la misma validez que las suposiciones
realizadas.

Existen diversas ecuaciones o modelos matematicos que se fundamentan en distintas
guias para la estimacion de la incertidumbre de medicion. Estos modelos proporcionan
una medida cuantitativa del nivel de confianza que el laboratorio tiene en cada
mediciéon (Pum, 2019).

Dentro del contexto del laboratorio clinico, la exactitud del resultado en un prueba

depende de la veracidad y la precision del método de ensayo. Cuando se brinda un
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servicio al paciente, en una sola medicién se requiere ser exacto. La exactitud es
indirectamente proporcional a la estimacion de la incertidumbre, a mayor incertidumbre

menor exactitud, a menor incertidumbre mayor exactitud (Garzén, 2017).

Para que una evaluacion de la incertidumbre sea valida, cada modelo debe considerar

lo siguiente (Pereira, 2016):

1. La definicion clara del mensurando.

2. Una especificacion completa del procedimiento de medicién y los objetos de
medicion.

3. El analisis completo que permita identificar todas las fuentes de incertidumbre
que se presentan en un procedimiento de medida conforme a los objetivos y

requerimientos del laboratorio.

La Tabla 41, contiene las condiciones generales que deben preverse antes de iniciar la

verificacion de la incertidumbre de medida, dentro del laboratorio clinico.
Tabla 41. Condiciones generales para estimar la incertidumbre de la medicién.

Condiciones Caracteristicas

Se debe presentar un procedimiento documentado o especificacion
completa para la estimacion de la incertidumbre de la medicién, indicando

Procedimiento

documentado ! o . .
los célculos para las mediciones de cada componente de la incertidumbre.
El enfoque mas apropiado para estimar la incertidumbre de la medicion es
Enfoque el Top-Down, ya que la incertidumbre estandar combinada de la medicién
apropiado se estima directamente a partir de mediciones repetidas de muestras
prop seleccionadas. Este enfoque es apropiado para sistemas de medicion de
los laboratorios clinicos de rutina.
Cuando se realizan mediciones de un mismo parametro en diferentes tipos
Matrices de muestras y se observan diferencias atribuibles al efecto de la matriz, es

necesario que el laboratorio estime la incertidumbre correspondiente a cada
matriz en particular. Ejemplo: glucosa en suero, LCR y orina.

La estimacion de la incertidumbre se estima en todos los procedimientos
cuantitativos. En la fase analitica: se debe desarrollar el proceso completo
Métodos de estimacién de incertidumbre. En la fase pre y postanalitica se deben
cuantitativos  identificar los factores que puedan afectar la calidad de resultados, estos no
se incluyen en la estimacién de incertidumbre de medicion. *No es

requerimiento estimar incertidumbre en métodos cualitativos.

1) Especificacion del mensurando, 2) Identificacion de las fuentes de

Etapas de la incertidumbre, 3) estimacion de los componentes de incertidumbre en la

medicién fase analitica, 4) Estimacion de la incertidumbre tipica combinada y 5)
estimacion de la incertidumbre expandida.
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En la actualidad muchos laboratorios clinicos de rutina utilizan una variedad de
sistemas de medicidn comerciales, desde sistemas totalmente automatizados, hasta
sistemas menos automatizados que utilizan componentes e instrumentos adquiridos

de diversas fuentes, e incluso métodos manuales.

Todos estos sistemas tienen multiples fuentes de variacion, ya sea inherentes a los
productos comprados y otras mas causadas por el procedimiento o personal de

laboratorio.

La identificacion y estimacion de la incertidumbre brindan a los laboratorios una
comprension mas precisa del rendimiento y las limitaciones de sus métodos, lo que
ayuda a nivelar los aspectos técnicos involucrados en los que potencialmente se
puede reducir la incertidumbre. Ademas de contribuir a una mejor interpretacion de los
resultados de los pacientes, ya que dichos datos son esenciales para la comparacion
de los resultados con los limites de decision clinica (CLSI, 2012; INACAL, 2018).

Tabla 42. Identificacion de las fuentes de incertidumbre (CLSI, 2012).

Fuentes Fuentes asociadas Fuentes asociadas @ Fuentes asociadas
inherentes a los a reactivos a procedimientos al personal de
equipos de medicién laboratorio

¢ Mecanismos
volumétricos, p.
ej., pipetas

e Detectores de
sefales

e Calibracion y
algoritmos de
ajuste de curvas
de reduccion de
datos

e Deriva del
instrumento con el
tiempo

¢ Diferencias entre
instrumentos

e Remanente de
muestras

e Arrastre de
reactivos

¢ Valor asignado de
calibradores

e Variaciones de lote
alote enla
respuesta del
reactivo

o Estabilidad de
reactivos y
calibradores

e Conmutabilidad de
calibradores y
materiales de
referencia

e Condiciones de
almacenamiento

¢ Frecuencia de
calibraciéon
e Mantenimiento
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e Falta de
cumplimiento de
procedimientos y o
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o Falta de destreza
manual, por ejemplo,
pipeteo



La identificacion y cuantificacion de las fuentes de incertidumbre depende en gran
medida de los requisitos de calidad. Desde el punto de vista del laboratorio clinico, las
dos fuentes principales son: la precisidn, que se refiere al error aleatorio, o al
componente de incertidumbre de reproducibilidad dentro del laboratorio (uR) v,

cualquier sesgo de medicién (uB), que representa el error sistematico.

En el laboratorio, es comun agrupar las fuentes de incertidumbre segun las etapas o
fases analiticas que afectan. Al reportar los resultados, es recomendable que el
laboratorio clinico incluya la incertidumbre de medicion y proporcione un intervalo de

confianza en el cual se encuentra el valor verdadero del mensurando (JCGM, 2008).

El documento EP29 (2012) del CLSI considera unicamente las fuentes de
incertidumbre que estan directamente relacionadas con el propio sistema de medicion.

Estas fuentes de incertidumbre incluyen:

e Imprecision (dentro de la corrida, entre la corrida, entre laboratorios y entre
instrumentos).

e Calibracién (estimacion de parametros, error del modelo utilizado).

e Veracidad de los valores asignados por el calibrador y conmutabilidad de los
calibradores y materiales de referencia.

e Efectos relacionados con la muestra (matriz, interferencias, entre otras).

e Diferencias de lote en reactivos, calibradores de productos y materiales de
referencia.

e Diferencias entre los operadores que realizan las mediciones.

e Variabilidad del equipo (por ejemplo, balanzas, pipetas y mantenimiento de
instrumentos).

e Variabilidad ambiental (por ejemplo, temperatura, humedad, vibracion y voltaje).

La incertidumbre expandida (U) es una medida que establece un intervalo en el cual se
estima que se encuentra el valor del mensurando, con un nivel de confianza
especifico. Este intervalo se obtiene al multiplicar la incertidumbre estandar combinada

(uc) por un factor de cobertura establecido como (k).
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La eleccion del factor k se establece en el nivel de confianza deseado, para un nivel de
confianza del 95%, k es igual a 1.96, aunque normalmente se establece en 2, con un a
confianza superior del 99%, k normalmente se establece en 3 cuando los grados de
libertad combinados son mas de 20 (Pum, 2019, Pereira, 2016 y Biogne, 2019).

Existen dos enfoques distintos para estimar la incertidumbre de medicién. El enfoque
bottom-up se basa en descomponer meticulosamente la medicion en sus componentes
individuales, identificando y cuantificando cada fuente potencial de incertidumbre. El
tamano de cada contribucion a la incertidumbre puede ser estimado mediante analisis
estadistico de los valores medidos (Tipo A) u otros métodos, como la consulta de
literatura o especificaciones de equipos y productos. Estas incertidumbres identificadas
se combinan matematicamente para generar la incertidumbre estandar combinada,

también conocida como enfoque GUM.

El enfoque top-down utiliza principios estadisticos para estimar directamente la
incertidumbre general de un sistema de medicion, dado normalmente mediante la
evaluacion de datos experimentales de protocolos especiales, control de calidad, o
datos de un experimento de verificacion de métodos. Si los resultados de la estimacion
top-down indican que los objetivos de rendimiento no se han alcanzado, se puede
recurrir al enfoque bottom-up para identificar fuentes de incertidumbre que puedan ser
modificadas (INACAL, 2018; Eurachem, 2021).

El procedimiento bottom-up puede ser mas util durante el desarrollo de métodos,
mientras que el enfoque top-down es comunmente utilizado para caracterizar los

meétodos desarrollados o para su verificacion.

Cuando sea posible, es importante utilizar el enfoque bottom-up para estimar la
incertidumbre, ya que proporciona una mejor comprension de las fuentes importantes
de variacién y su contribucion a la incertidumbre combinada, lo que permite identificar
oportunidades para reducir o eliminar dicha incertidumbre. Idealmente la incertidumbre
estimada por ambos enfoques deberia ser intercambiable, es decir los resultados

obtenidos deberian ser idénticos entre si.

El tratamiento del sesgo difiere en cada enfoque, y la incertidumbre en su estimacion

debe ser considerada y agregada a la incertidumbre combinada en funcién de su
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magnitud en relacion con otras fuentes. Es importante destacar que la distincién entre
los dos enfoques es un tanto arbitraria: el resultado de una evaluacion de Tipo A "se
convierte" en una estimacién de Tipo B cuando se utiliza por cualquier motivo que no
sea el propdsito previsto original. Esta distincion se realiza para ayudar a evaluar la

calidad y relevancia de la estimacion (CLSI, 2012).

La eleccion del enfoque para la estimacion de la incertidumbre de medida depende de
la naturaleza de la medicion y la disponibilidad de la informacién requerida. Sin
importar el método que se utilice. Un primer paso es identificar el mensurando, es
decir, la cantidad que el procedimiento pretende medir. En algunos casos, esto puede
ser sencillo y sin complicaciones, pero en otros casos, se mide una cantidad que no es
la verdadera cantidad prevista (Salazar, 2019; CLSI, 2012).

La American Association for Laboratory Accreditation (A2LA) en su politica P903 sobre
estimacion de la incertidumbre de medida para laboratorios de ensayo segun ISO
15189, propone un modelo simple basado en la comparacion interlaboratorios que
utiliza el enfoque top-down. Este enfoque considera la imprecision en condiciones de
precision intermedia y la incertidumbre estandar del sesgo, y es de facil aplicacion para

los laboratorios clinicos.

El CLSI también ofrece una guia para la estimacién de la incertidumbre que es
facilmente aplicable en el campo de la medicina de laboratorio clinico, la EP29-A
“Expression Of Measurement Uncertainty in Laboratory Medicine”. Esta guia define
ambos enfoques y propone diferentes ejemplos para cada caso. Ademas existen otras
guias propuestas y adaptadas al laboratorio clinico para estimar la incertidumbre, entre

ellas las mas difundidas son la Eurachem, la Nordtest y la Eurolab (Garzon, 2017).

Segun la politica que establece la ema 2008, respecto a la estimacion de la

incertidumbre, se requiere su calculo en los siguientes casos:

a) Si el método de medicion previamente se valido dentro del laboratorio clinico.
b) Cuando se disponga de datos provenientes de mediciones de CCI.

c) Si se requiere respaldar la validez o aplicacion del resultado de ensayo.

d) Si existe una solicitud expresa del cliente.

e) Cuando la incertidumbre afecte el cumplimiento de una especificacién.
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La medicién de la incertidumbre después de la verificacion de métodos se debe de
calcular aproximadamente de cada 6 meses a 1 afo. Esto se debe a que su
estimacion se basa en datos recopilados a largo plazo, lo que permite tener una vision
mas completa y representativa de las fuentes de variacion y su contribucion a la

incertidumbre.

La ema propone tres casos diferentes ante la determinacion de la incertidumbre,

desarrollados en la Tabla 43.

Tabla 43. Estimacion de la incertidumbre bajo diferentes condiciones (ema, 2008).
Condicion Descripciéon

Se debe tener en cuenta al menos dos fuentes de incertidumbre: la
proveniente del material de referencia utilizado (como calibradores,
ajustadores o0 materiales de referencia certificados) y la
incertidumbre asociada a la medicion en si (como datos de
repetibilidad, datos del control diario y precision intermedia).

Caso a

Si se cuentan con los datos de las mediciones de control de
calidad interno, se debe seguir el mismo procedimiento que en el
caso a. Sin embargo, en situaciones donde no se dispone de
informacion sobre la concentracion y la incertidumbre del material
de calibracion, se debe considerar unicamente la contribucion de la

Casob incertidumbre de la medicion. Esto puede ocurrir, por ejemplo,
cuando se utilizan calibradores electréonicos o ajustadores
fotométricos, donde la informacidén sobre la concentracion y la
incertidumbre del material de calibracién puede no estar disponible
o ser dificil de determinar.

Cuando se requiera estimar la incertidumbre para respaldar la
validez o aplicacién de un resultado de ensayo, se puede recurrir a
programas formales de comparacién interlaboratorio. En estos
programas, el organizador proporciona un valor de indice de
desviaciéon (ID) o una puntuacién del indice de varianza (PIV), que
puede utilizarse para calcular el error cuadratico medio (ECM), el
cual corresponde al valor de la incertidumbre de la medicion. En
situaciones en las que no existen programas formales de
comparacion interlaboratorio, se puede considerar el intercambio
de muestras con otros laboratorios como una alternativa valida.

Casoc
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La “Directriz para la verificacion de los procedimientos de analisis cuantitativo en los
laboratorios clinicos” propuesta por el Instituto Nacional de Calidad, INACAL (2018),

propone los mismos modelos en el siguiente orden:

e Modelo 1, estimacion de la incertidumbre empleando material de referencia y
datos del control de calidad interno

e Modelo 2, estimacion de la incertidumbre empleando datos del control de
calidad interno y control de calidad externo.

e Modelo 3, estimacion de la incertidumbre empleando datos de la participacion
en esquemas interlaboratorio.

e Casos especiales, donde la estimacion de la incertidumbre es requerida para
procedimientos recién implementados, como sucede en la verificacion de

métodos.

La estimacion de la incertidumbre es un procedimiento que consta de cuatro pasos

importantes, independientemente del modelo seleccionado (INACAL, 2018):

1. Especificacion del mensurando. En este paso se define y explica claramente la
magnitud que se va a medir ademas del procedimiento utilizado para determinar

su valor.

En el laboratorio clinico las magnitudes que se miden son generalmente

concentraciones de un componente especifico en una muestra biologica.

La IFCC y la IUPAC establecen el registro de la correcta definicion del analito,
precisando primero el sistema de estudio, luego el componente de este sistema y por

ultimo el tipo de ensayo.

2. ldentificacion de las fuentes de incertidumbre. Se establecen posibles fuentes
de incertidumbre. Dentro de los laboratorios clinicos es frecuente delimitar como
fuentes a la precision y el sesgo medido referentes a los materiales de
referencia utilizados.

3. Cuantificacion de la incertidumbre. Se caracteriza por estimar los componentes
de la incertidumbre asociada a cada fuente de incertidumbre identificada, lo cual

depende de la informaciéon obtenida previamente y para lo cual se requieren
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formulas especificas, respecto a la informacion con la cual se cuenta y el

modelo elegido, como se muestra en los siguientes ejemplos.
Up = SDR

Formula 28, para la estimacion del componente de incertidumbre dentro del
laboratorio reproducibilidad. Si se utilizan muestras estables de control de calidad
(QC), entonces el componente de incertidumbre para la reproducibilidad dentro del
laboratorio (Ur) se estima a partir de la desviacion estandar de los resultados de
control de calidad. Se requieren al menos ocho mediciones para la estimacién de este
componente de incertidumbre.

El modelo 1 de estimacion de incertidumbre, considera la cuantificacion del sesgo
mediante informacion procedente del material de referencia (MR), como el calibrador,
material de referencia certificado o material de referencia. Ademas, se estima la
imprecision utilizando datos del control de calidad interno recopilados durante un
periodo prolongado bajo condiciones de precision intermedia, como ejemplo se

encuentra la Férmula 29.

Al combinar la informacion del sesgo y la imprecision, el modelo 1 proporciona una
estimacion de la incertidumbre total asociada a la medicion. Esto permite tener una
mejor comprension del rendimiento y las limitaciones del método, lo que a su vez
puede contribuir a la reduccion de la incertidumbre y mejorar la interpretacién de los
resultados clinicos (INACAL, 2018; Pum, 2019).

Ug = |b%+ (&> + U? u
B — \/ﬁ Cref Cref=UL;LL/\/§

Formula 29, para estimacion del componente de incertidumbre del sesgo del método
utilizando: muestras de Control de Calidad. La incertidumbre asociada con el sesgo del
método (us) se estima a partir de (i) la el propio sesgo y (ii) la incertidumbre de la muestra de
control de calidad (uccef): Donde, b: bias, SDb: desviacion estandar de los valores medidos del
control de material, n: el nimero de mediciones del sesgo en el material de referencia, ucrert: la
incertidumbre de la muestra de control de calidad, UL: limite superior del valor target de la
muestra control y LL: limite inferior del valor target de la muestra control.
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Existen diversos métodos y técnicas que pueden ser utilizados para estimar el
componente asociado a la imprecision (uR), dependiendo de la naturaleza de los datos

y del estudio en cuestion.

Algunas de las formas comunes de estimar este componente se encuentran detalladas
en la "Directriz para la verificacion de los procedimientos de analisis cuantitativos en
los laboratorios clinicos" elaborada por el Subcomité Técnico de Aseguramiento de la
Calidad en los procesos del Laboratorio Clinico de la Direccién de Acreditacion de
INACAL.

Ademas, se puede encontrar informacién relevante en el articulo cientifico titulado "A
practical guide to validation and verification of analytical methods in the clinical

laboratory" escrito por Joachim Pum.

El modelo 2, estima los mismos componentes utilizando datos del CCl y CCE, siendo

este ultimo referente a la participacion en los ensayos de aptitud (EQA, PT o PEEC).

La Férmula 30. calcula la incertidumbre estandar asociada con el sesgo dependiendo

de la informacion disponible.

Up = "RMSIZJias + u%‘ref

Y.D?
n

RMSgiqs =

Formulas 30, para estimacion del componente de incertidumbre del sesgo del
método, utilizando: Comparacion interlaboratorio. La incertidumbre asociada
con el sesgo del método (us) se estima a partir de (i) la raiz cuadrada media de las
diferencias entre los resultados de la medicion y los valores asignados para las
diferentes muestras (RMSgias) (ii) la incertidumbre media de los valores asignados
de las muestras de comparacion entre laboratorios (ucref). Donde, Di: diferencia
entre el resultado de la medicion y el valor asignado del i muestra de la
comparacion interlaboratorios y n: el nUmero de muestras de comparacion entre
laboratorios analizadas.

* Se deben usar estimaciones de sesgo de al menos seis ejecuciones para estimar
la incertidumbre del componente de sesgo.
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Para estimar el componente asociado a la imprecision (uR), se puede utilizar
cualquiera de las formas segun el MODELO 1. Esto implica que se puede emplear el

modelo que se ajuste mejor a los datos y a la naturaleza del estudio.

Ug = J(SEMZ) o (RMS)? + SR% + u,z,ef

Formula 31, para la estimacion de la estimacion de sesgo para el calculo de la
incertidumbre. Un valor de referencia aceptable incluye cualquier valor asignado
obtenido de un procedimiento de medicién de referencia de orden superior, de un

método de referencia nacional e internacional aceptado mutuamente o de una red de
laboratorios, de un grupo de pares y de los valores medios de todos los métodos del
programa PT. Donde SEM: Error estandar de la media. RMS: Raiz cuadratica media
del sesgo observado. SR: Incertidumbre asociada con una referencia especifica y
estimada a partir de datos de PT/EQA de reproducibilidad del grupo de todos los
métodos.

Por otro lado, el modelo 3 realiza la estimacidon utilizando datos provenientes de la
participacion en esquemas interlaboratorio, tal como se muestra en la ecuacion
anterior. Este modelo se considera la opcién preferida debido a que permite estimar
tanto la imprecision como el sesgo del componente utilizando el mismo material de
control. Esto evita la introduccion de otras fuentes de incertidumbre asociadas a la
matriz cuando se trabaja con materiales de control de diferentes procedencias o

fabricantes para la estimacion de los componentes aleatorios y sistematicos.

Para que un programa sea considerado un esquema interlaboratorio, el organizador
debe contar con un programa estadistico para el analisis de los datos proporcionados.
Por lo general, el analisis estadistico se basa en la norma ISO 13528:2015, que utiliza
técnicas estadisticas robustas (INACAL, 2018).

La estimacién del segundo componente, es decir el asociado a la imprecision tiene
calculos mas sencillos pudiéndose utilizar el mismo para los tres modelos, este se
calcula con un minimo de mediciones del CCI por cada nivel evaluado por lo menos
durante 6 meses. Se requiere informacién de los CV% del CCI de al menos 2 niveles
del material de control que representen niveles de decision médica (INACAL, 2018;
Pum, 2019).
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El ultimo paso para la estimacion de la incertidumbre de un método es:

4. El calculo de la incertidumbre combinada. Este calculo se realiza utilizando la
informacion obtenida en el paso 3 y puede incluir contribuciones de fuentes

individuales o la combinacion de varias fuentes.

Estas contribuciones se expresan como desviaciones estandar y se combinan

siguiendo las reglas adecuadas, utilizando un factor de cobertura apropiado.

De esta manera, se obtiene la incertidumbre combinada expandida, tal como se detalla

en las siguientes férmulas (Allen & Crawford, 2014).

Uc = /u,ze + u’

Formula 32, para la estimacion de la incertidumbre de medida combinada. La
incertidumbre de medida combinada (pc) se calcula como la suma de los componentes de
la incertidumbre.

Formula 33, para la estimacion de la incertidumbre de la medida expandida. La
incertidumbre expandida (U) se calcula multiplicando la incertidumbre combinada con un
factor de cobertura k: 1,96, o 2 que es el valor mas comun que corresponde
aproximadamente a un intervalo de confianza simétrico del 95%.

Existe un cuarto caso en la estimacion de la incertidumbre para procedimientos recién
implementados. Especificamente para los centros de acreditacion, la determinacién de
la incertidumbre mediante en enfoque top-down, para métodos nuevos en los que no
se tiene un antecedente de datos de menores a seis meses, se requiere un minimo de
30 determinaciones repetidas del material de control o de referencia adecuado para el
calculo de una desviacién estandar provisional; si el sesgo es significativo o conocido,

calcule la incertidumbre estandar combinada (INACAL, 2018).
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Las magnitudes de las fuentes de incertidumbre se pueden determinar utilizando el
analisis de varianza ANOVA como lo indica la EP29-A. Por lo tanto, para los
procedimientos nuevos o recién implementados, es posible calcular la incertidumbre
utilizando los datos obtenidos de los estudios de verificacion de la precisiéon y
estimacion del sesgo. Estos estudios proporcionaran informacion importante para

cuantificar la incertidumbre asociada al método y asegurar la calidad de los resultados

en el laboratorio clinico.

Diagrama 4. Verificacion de la incertidumbre.
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El primer paso es determinar los componentes asociados a la imprecision y al sesgo,
segun sea el modelo empleado, para de esta forma combinar las incertidumbre de las
variables antes obtenidas. La uc se calcula como la raiz cuadrada positiva de cada uno

de los componentes, segun la formula siguiente:

uc = \/u(Rw)Z + (u(bias))2

Foérmula 34, para la estimacion de la incertidumbre tipica combinada. Donde uRw:
componente de incertidumbre asociado a la imprecision (componente aleatorio9 y u(bias):
componente de incertidumbre asociado al sesgo (componente sistematico).

A partir de que la uc es obtenida el factor de cobertura k es necesario para lograr un
nivel definido de confianza. En la practica metrolégica es comun informar la
incertidumbre expandida con un intervalo adecuado de confianza (INACAL, 2018).
Generalmente se informa a un 95% de confianza; donde k = 1.9 0 ~ 2, que es el valor
comunmente utilizado, como lo muestra la Formula 33. El informe del resultado final se

cita con un maximo de dos digitos significativos (Pum, 2019).

3.7.5. Registros y documentacion

Al término de la verificacion del método, la documentacion juega un papel clave ya que
es necesaria para fines relacionados con auditorias y evaluaciones, asi como
requisitos contractuales o reglamentarios. Existen normas que proporcionan
orientacion sobre la informacion requisitada necesaria para generar el registro o

documentacion de una validacién o verificacion (Eurachem, 2016).

La documentacion de los métodos es una parte fundamental del sistema de gestion de
calidad del laboratorio y requiere un nivel adecuado de control. Es importante que el
laboratorio conserve la documentacién de verificacion o validacion de los métodos
durante el tiempo en que se utilicen dichos métodos (Westgard, 2013). Ademas, es
necesario generar los registros al mismo tiempo que se lleva a cabo cada actividad.
Estos registros abarcan practicamente todos los documentos relevantes para el

desempeno de las pruebas realizadas en el laboratorio.
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Es esencial contar con informacion completa y clara sobre los métodos validados
proporcionados por el fabricante, de esta manera se reducen las posibilidades de
introducir cambios accidentales. Los aspectos generales que se requieren para los

registros son los descritos en la Tabla 44.

Tabla 44. Aspectos generales para los registros de la verificacion de métodos.

Aspectos generales

1. Nombre de la plataforma y nimero de serie.

2. Ensayo o mesurando.

3. Incluir la informacion relevante sobre el reactivo, calibrador y controles.

4. Definir el material seleccionado para llevar a cabo el protocolo.

5. Documentar las especificaciones de desempeno de precision en condiciones de
repetibilidad, precisién intermedia o intralaboratorio (total), declaradas por el fabricante.

6. Documentar la herramienta de software utilizada para procesar los datos.

7. Incluir nimero de serie y version.

8. Documentar el disefio escogido (cantidad de dias y replicados por dia para el protocolo y
cualquier comentario que se considere relevante).

El listado de informacion que debe ser registrada es: Identidad del mensurando,
proposito del procedimiento de examen y metas para su desempefio, principio del
meétodo, requisitos de desempenio, tipo primario de muestra, requisitos de equipo y
materiales, procedimientos de calibracion, instrucciones paso a paso para llevar a
cabo el procedimiento de examen, procedimientos de control estadistico interno de la
calidad, calculos, interferencias, intervalos de referencia, medicion de la
incertidumbre, rango reportable, valores criticos, interpretacion de la prueba,

precauciones de seguridad y fuentes potenciales de variacion.

Para cada estudio de verificacidon se debe registrar lo siguiente: Criterios de aceptacion
y rechazo, resultados obtenidos, procedimientos de calibracion y control, analisis de
datos, caracteristicas de desempefo determinadas, comparacién de los resultados con
otros métodos y otros laboratorios, factores que afectan los resultados, arrastre
(cuando sea aplicable), e interferencias o problemas de especificidad (Westgard,
2013). La siguiente imagen muestra de manera visual las caracteristicas importantes
de un documento de registro para la verificacion para cualquiera de las caracteristicas

de desempenio.
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ESTABLECIMIENTO Y VERIFICACION DE LA PRECISION DE METODOS ANALITICOS

LABORATORIO | Analito Unidades Instrumento Serie |
Concentracion evaluada DE objetivo DE obtenido Fuente DE
Lote de reactivo 1 Caducidad Lote de reactivo 1 Caducidad N° de curvas de
calibracion
Lote de reactivo 3 Caducidad Lote de reactivo 3 Caducidad N° de operadores
Corrida 1 Corrida 2
DIA | Fecha | Resultadol | Resultado? | Media | Resultadol | Resultado1 | Media
1
2
3
4
5
f
7
8
a
n
| Valores atipicos detectados Media DE preliminar
Sr Sr A
Vr CVr B
EVALUACION DE REPETIBILIDAD EVALUACION PRECISION
DATOS DATOS
Conclusion | Conclusion
REALIZO REVISO APROBO
PUESTO PUESTO PUESTO

Figura 15. Registro y documentacion de la verificacion de métodos analiticos
(Modificado de Consultoria de Calidad Analitica, 2018). El registro debe contener como
minimo: Personal que participara del estudio (quien: procesa, revisa los resultados y aprueba
el informe). Equipo (modelo, serie, ubicacion y codigo). Analito (unidades). Reactivo (marca,
lote y fecha de vencimiento). Control (tipo, marca, lote, fecha de vencimiento y n° de niveles).
Especificaciones de calidad (fuente y %).
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3.7.6. ¢ Por qué es importante verificar un método?

El laboratorios clinico ante la alta demanda de la realizacion de examenes clinicos ha
tenido la necesidad de evaluar el desempefio analitico de los diferentes métodos
dentro de las distintas areas con que cuenta, incrementando también la importancia
del SGC.

Establecer el objetivo de la verificacion de métodos define el propdsito de su aplicaciéon
en cualquier laboratorio clinico, que es sin duda determinar la cantidad de error de un
método analitico y con ello el cumplimiento de ofrecer un servicio fiable a los médicos

y pacientes, garantizando exactitud y confianza en los resultados.

La validacion y verificacidon de métodos son herramientas que proporcionan confianza
y seguridad, siendo el principal motivo por el cual mas que una exigencia debe ser una

razon que provee varios beneficios para el mismo laboratorio clinico (Baptista, 2009).

Validaciones
ylo
Verificaciones

Mo | Eyalugcién de erores | Sitemdtico |
_Protocoos | Empleo de herramientas estadistcas
Magnitud del error 4= Utilidad clinica del resultado

Figura 16. Esquema que define el objetivo de la evaluacién de un método de medida
(Westgard, 2013). En el laboratorio clinico diariamente se realizan mediciones las cuales
conllevan algun tipo de error (aleatorio/sistematico), evaluar un procedimiento de medida
implica conocer el error, empleando herramientas estadisticas (protocolos) para cuantificar los
errores. La magnitud obtenida se compara con las especificaciones de desempefio declaradas
por los fabricantes o se compara la magnitud de los diferentes tipos de errores con un requisito
de calidad establecido (validacion del procedimiento de medicion) (Westgard, 2013).
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En resumen, la verificacion de un método es importante para asegurar la calidad y
confiabilidad de los resultados, cumplir con estandares y atenuar, identificar y eliminar

errores sistematicos, asi como realizar ajustes para reducir errores aleatorios.

También permite validar la idoneidad del método y mejorar la confianza de los médicos

y pacientes en los resultados del laboratorio clinico.

Los laboratorios deben tener claro cuando corresponde validar o verificar un método.
Aunque en la mayoria de los casos se requiera de una verificacidén, se recomienda que
terminada la verificacion el laboratorio integre informacion para estimar el error total del
procedimiento de medida y evaluar si el desempefio es aceptable de acuerdo con el
requisito de la calidad seleccionado en concordancia al uso previsto del procedimiento

de medida.

Asimismo se puede utilizar la métrica sigma para evaluar el rendimiento del
procedimiento de medicién después de completar la verificacion. Es fundamental que,
una vez realizada la verificacién, se realice un seguimiento continuo a través de
programas internos y externos de control de calidad (Westgard, 2003; Eurachem,
2016).
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4. Discusion

De acuerdo con Pasquel (2018), hasta el afo 2017 México era el tercer pais con
mayor numero de laboratorios acreditados en América Latina, solo con el 0.92% de
laboratorios acreditados bajo la norma NMX-EC15189-IMNC-2015/ISO15189:2012.
Esta baja cifra explica por qué la validacion y verificacion de ensayos no es una

practica comun en el pais.

Fue con la llegada de la norma ISO 15189, que estos procedimientos se convirtieron
en un requisito de aplicacion voluntaria para aquellos laboratorios que desean una
acreditacion. Sin embargo, debido a que tiene un costo razonable no ha sido adoptado

por muchos laboratorios.

Hasta finales del afio 2020, unicamente 151 laboratorios de los mas de 12, 000
existentes en toda la region se encontraban acreditados por la ema. Esto significa que
hasta la actualidad solo unos pocos cientos de laboratorios estan involucrados en el

proceso de validar o verificar sus métodos de rutina.

Tanto la validacion como la verificacion de métodos son herramientas que forman
parte de la gestion del proceso del SGC y su implementacién en los laboratorios
clinicos, aunque ha sido paulatina es necesaria para establecer expectativas realistas
con el analista y confianza con el usuario de que se conoce el método utilizado en

cada medicion y es adecuado para el fin previsto.

Aunque el numero de laboratorios acreditados es relativamente bajo en comparacion
con el total de laboratorios existentes, la implementacién de la validacion y verificacion
de métodos esta en crecimiento. En México, se han realizado esfuerzos significativos
para promover su implementacién, por medio de acciones tomadas que incluyen

normativa y regulaciones, asi como capacitacion y difusion.

La validacion de métodos es el proceso inicial, donde el fabricante tiene la obligacién
de aportar evidencia acerca de sistema analitico, comunmente se evaluan
caracteristicas de desempefio como: linealidad, precision, veracidad, limite de
deteccion, selectividad, sensibilidad analitica, intervalo de trabajo, especificidad

analitica e incertidumbre, mientras que la verificacion es realizada por el laboratorio
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clinico y tiene como fin confirmar los datos obtenidos por el fabricante, demostrando
que se cumplen con los requisitos para el uso previsto. Las caracteristicas de
desempeiio generalmente evaluadas son: linealidad, precision, veracidad,
incertidumbre, de ser requerido también se puede evaluar el limite de deteccion asi

como los intervalos de trabajo.

La creciente tecnologia también ha formado parte del avance en el laboratorio clinico,
la llegada de sistemas automatizados genera cambios importantes, o que antes se
evaluaba como un método analitico hoy se desarrolla como sistema analitico, aunque

para su estudio se siga manejando el primer término.

Aunque generalmente la validacién se realiza por parte del fabricante, el usuario final
(en este caso el laboratorio clinico) debe tener en cuenta las operaciones bajo las

cuales se debe verificar o en casos muy especificos validar un método.

Gestionar todas las consideraciones previas y subsecuentes a la verificacion también
se vuelve un deber de cada laboratorio. Esto incluye la planeacién, ejecucion,
verificacion de resultados, registro y monitoreo. El correcto desempefio de estas
actividades es fundamental para lograr el objetivo de la verificacién, que es reducir los
posibles errores analiticos, preanaliticos y postanaliticos, ya que aunque puedan
parecer pequefios representan fuentes de error capaces de modificar los resultados

buscados.

Con la entrada en vigor del PROY-NOM-007-SSA3-2017, cada laboratorio clinico en
México ya sea publico o privado y de cualquier dimension, se enfrenta a la necesidad
de adaptarse y establecer los protocolos para cumplir con los cambios en la normativa
establecida. Entre estos cambios se encuentra la obligacién de que el laboratorio
deber verificar los resultados emitidos por el fabricante, o en su caso hacer una

validacion.

Conocer las consideraciones generales, procedimientos, tipos de muestra, duracion
del estudio, analisis grafico y estadistico, criterios de aceptabilidad o aspectos criticos
de cada uno de los proceso son necesarios para elegir de entre las numerosas guias
aceptadas para la verificacidon y seleccionar asi la que mas convenga y permita cumplir

los objetivos especificos de cada establecimiento.
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Organismos nacionales como la ema, han puesto a disponibilidad guias gratuitas con
protocolos especificos para la verificacion de métodos. Estas guias proporcionan un

marco de referencia confiable y accesible para los laboratorios.

Ademas, organismos internacionales como el CLSI proponen protocolos que pueden
ser de gran utilidad. Sin embargo es importante tener en cuenta que tienen un costo

asociado de aproximadamente 200 dolares por guia.

Las guias de CLSI, a pesar de su costo elevado, ofrecen un procedimiento mas
riguroso con una duracidén amplia de estudio, lo que proporciona un analisis estadistico
mas complejo. Esto permite tener resultados mas completos y cercanos a la realidad
de cada laboratorio. Sin embargo una desventaja es que debido a su rigurosidad, es
necesario el uso softwares o programas especializados para obtener los resultados de

forma mas sencilla y rapida.

Aunque el uso de hojas de calculo sea posible, existen resultados que para ser
precisos y detallados solo se obtienen con programas con un enfoque en analisis
estadistico, en este caso especializado en verificacion. Estos también suponen un

costo.

Por otro lado, la guia establecida en por la ema en unién con el CENAM tiene la
ventaja de tener procedimientos mas sencillos con calculos faciles de resolver, asi

como procedimientos igualmente asequibles para el laboratorio clinico.

Independientemente de la guia seleccionada, es importante tener un conocimiento
previo de las caracteristicas del desempefio del método que se evaluan en la
verificacion de métodos. También es esencial entender la importancia de este

procedimiento como parte del SGC.

Pese a que el uso de programas especializados para la verificacion y validacion de
métodos han facilitado su aplicacién, es importante recalcar que muchas veces la falta
de conocimiento de estadistica basica o aplicada, junto con los costos asociados,
principalmente para los laboratorios pequenos, incluyen las razones principales por las

que muchos laboratorios aun no se involucran en este tipo de ensayos.
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Es primordial fomentar entre el personal de salud la percepcion de estas herramientas
como parte de protocolos rigurosos pero no necesariamente complicados, siempre y

cuando se cuente con informacion correcta y formacion adecuada para su aplicacion.

También se vuelve fundamental comprender la importancia de evaluar las
caracteristicas de desempefio de los métodos bajo las condiciones especificas de
cada usuario final o laboratorio clinico, teniendo en cuenta los diversos enfoques y

metodologias utilizadas.

Conocer el tipo de error (aleatorio/sistematico), empleando herramientas estadisticas
para cuantificar estos errores, y comparar esa magnitud con una especificacion o
requisito de la calidad, es beneficioso no solo para el laboratorio si no para todos los

que utilicen sus servicios.

Un claro ejemplo de la evolucion continua del SGC, tanto a nivel nacional como global,
es la introduccion de nuevas ediciones en los protocolos. ElI CLSI, hasta el afio 2021
ha publicado ediciones actualizadas que introducen mejoras importantes para la

practica clinica y el control preciso destinado al laboratorio clinico.

Una de estas ediciones corresponde a la guia EPQ06, la cual ha experimentado
cambios importantes en su segunda edicion. Esta recomienda el analisis de regresion
de primer orden bajo condiciones apropiadas, para limitar el riesgo de fracaso debido
al azar, contrario a lo marcado por la primera edicion que requeria ajustar los datos, no
solo por polinomios de primer orden sino también de segundo y tercer orden (es decir
a los modelos lineales, cuadraticos y cubicos), la segunda ediciéon se basa en criterios
estadisticos internos que respaldan el uso del ajuste de primer orden como el mas

adecuado para el procedimiento de medicion lineal.

La exigencia global de mejorar los procesos, especialmente en términos de calidad
analitica y el uso de herramientas estadisticas y experimentales para describir el
desempefio de manera cuantitativa, ha tenido un avance significativo en México. La
presién de gestionar a la calidad al menor costo posible ha llevado al desarrollo de
documentos simples para su aplicacion en cualquier laboratorio, pero suficientemente

rigurosos como para brindar conclusiones estadisticamente validas.
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Las guias de CLSI, descritas con anterioridad son aptas para aplicarse en el proceso
de verificacion. Su implementacion en los laboratorios clinicos de todo el pais permitira
a cada laboratorio evaluar la situacion actual de sus métodos y tomar medidas

correctivas para mejorar no solo la calidad analitica, sino también todo el SGC.

Las especificaciones de desempero deber ser planteadas de tal manera que cumplan
por completo con el uso previsto del procedimiento de examen, el término “uso
previsto” esta vinculado a la calidad requerida para la aplicacién clinica prevista de la
prueba de laboratorio clinico, igualmente aplica al disefio del procedimiento de control
estadistico interno de la calidad, en especial cuando se menciona verificar la calidad

prevista de los resultados.

Por ultimo es importante destacar la importancia de la verificacion como parte del
proceso de mejora continua en el laboratorio, donde los resultados y hallazgos
obtenidos pueden utilizarse para identificar areas de mejora, implementar acciones

correctivas y preventivas, y optimizar el desempefio del método analitico.

Aunque en este documento se ha descrito el procedimiento de verificacion de
procedimientos de examen para métodos cuantitativos, es importante recalcar que es

posible verificar determinados parametros para métodos cualitativos.
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5. Conclusiones

e A través de informacion documentada en diversas fuentes bibliograficas se
genero un recurso informativo de los principales protocolos propuesto para la
evaluacion de las caracteristicas de desempefio en la verificacion de métodos
analiticos cuantitativos que permite al lector conocer los aspectos generales,
procedimiento, tipos de muestra, duracion del estudio, analisis grafico y/o
estadistico, criterios de aceptabilidad o aspectos criticos necesarios a
considerar antes y después de cada proceso.

e Se definieron y diferenciaron ambas herramientas estadisticas, estableciendo
como la verificacidén de métodos analiticos cuantitativos secunda a la validacion
de meétodos también conocida como validacion mayor, y como ambas son
necesarias para establecer y demostrar que un sistema analitico cumple con
los requisitos para el uso previsto.

e Acorde a las diferentes referencias se describi6 como la evaluacion de las
caracteristicas de desempefio es de importancia como parte del control o
gestion del proceso dentro del SGC, y como representa un punto con distintas
actividades y funciones necesarias para garantizar los elementos de salida
dentro de un laboratorio clinico.

e Por medio de evidencia documental se establecieron ejemplos de las
caracteristicas de desempefo de: precision, linealidad, incertidumbre vy
veracidad, que se evaluan durante la verificacion de métodos o validacién
menor.

e Con la informacion obtenida se analizé y evidencié como obligatoriedad del
ahora PROY-NOM-007-SSA3-2017 repercutira a pequefios y grandes
establecimientos ya que en la actualidad los laboratorios clinicos con
conocimiento de la verificacion y validacion de métodos analiticos cuantitativos

son minoria en el pais.
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6. Ejemplos de verificacion de método

6.1.Ejemplo de verificacion de la precision

Se realizaron cinco replicas durante cinco dias consecutivos, siendo la muestra de
estudio de ClI, para glucosa mg/dL con dos niveles de concentracién. El procedimiento
se basé en la guia EP15-A3 que brinda estimaciones para la verificacion de la
repetibilidad (Sr) y precisiéon intermedia (Si). Los datos del inserto del fabricante para
precision son: CVRr: 1.94% y CVwi: 2.35%.

*Para fines practicos solo se realizo el ejercicio para un nivel de concentracion.

Numero de repicados: 5
Numero de dias: 5

Dia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Rep. 1 139 138 144 143 141
Rep. 2 140 137 144 143 143
Rep. 3 140 137 144 142 141
Rep. 4 141 138 143 142 140
Rep. 5 140 139 144 142 140

Con los datos obtenidos, se procede a realizar los calculos de las diferentes

operaciones para verificar la precision.

1) Calcular el numero total de datos, la media, desviacion estandar y coeficiente de
variacion del conjunto de datos obtenidos, con las funciones, CONTAR,
PROMEDIO, DESVEST y DS/media, respectivamente.

14 |n® de datos 25 =CONTAR(B7:F11)
15 |Media 141 =PROMEDIO(B7:F11)
16 |D.5 2.10 =DESVEST(B7:F11)
17 [CV 0.015 =B16/B15

-

2) Realizar el analisis de valores atipicos estableciendo los limites de Grubb para

los datos obtenidos.

Limite de Grubb = x + (Factor de Grubb x SD)
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El factor de Grubb es tomado de tablas detalladas en la guia del CLSI, siendo los

limites calculados como:

Limite superior = 141 + (3.135 * 2.10) = 147.58
Limite inferior = 141 — (3.135 * 2.10) = 134.41

Obtenidos los limites se eliminan los valores que no se encuentran dentro de los

mismos, registrando el numero de valores excluidos.

3) Obtener el analisis ANOVA, (la funcion “Herramientas para el analisis” debe

estar habilitada), en la pestafia “Datos” de la barra de herramientas, selecciona

“‘Analisis de datos” y seguido “Andlisis de varianza de un factor” para continuar

con la selecciéon de datos en el “rango de entrada”.

llas Datos

ultas y conexiones
g

Revisar ~ Vista  Ayuda

AT

=0 4 &
(’aﬁlfﬂ

i~ Comentarios

BB B2 | [«

17 Compa

= Analisis de datos

Cotizaciones ~ Monedas 5| | Z| Ordenar | Filtro Textoen _ _ | Analisis de Prevision | Esquema
2 RAvanzadas columnas €8 ﬁﬂ' hip6tesis v ¥
conexiones Tipos de datos Ordenar y filtrar Herramientas de datos Prevision Analisis
F G H ] K M N 0 p F
Andlisis de datos 7 X
Funciones para analisis |
s i s i s o s e e g Cancelar
Andlisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupe
Coeficiente de correlacion
X Ayuda
Covarianza
Estadistica descriptiva
Suavizacion exponencial I
Pru'eba F para varianzas de dos muestras Analisis de varianza de un factor ?
Analisis de Fourier
Histograma Entrada |:
Aceptar
Rango de entrada ‘ b E
Cancelar
Agrupado por: ® Columnas
O Filas Ayuda
D Rétulos en la primera fila
Alfa: 0.05
Opciones de salida
() Rango de salida: :

@ En una haja nueva:

Se debe tener cuidado en elegir “rotulos en primer fila”, si se ha incluido en la seleccion de
datos los titulos. En la seccién “agrupado por” es necesario seleccionar “columnas”, que
compara una columna con otra. Elegir el nivel de confianza (95%), con un alfa de 0.5,
finalmente elegir la opcidon que mejor convenga en la opcién de salida.
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A n] L L £ r €]

1 |Anélisis de varianza de un factor
2
3 |RESUMEN
4 Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5 |Columna1 5 701 140.2 0.7
6 |Columna 2 5 689 137.8 0.7
7 |Columna 3 5 716 143.2 0.7
8 |Columna4 5 711 142.2 0.7
9 |Columna 5 5 708 141.6 1.8
10
11
12 |ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados de promedio de . Valor critico
las . los F Probabilidad
L cuadradas libertad para F
13 | variaciones cuadrados
14 |Entre grupos 87.6 4 21.9 23.8043478 2.301E-07 2.80600814
15 |Dentro de los 18.4 20 0.92
16
17 | Total 106 24
18

Los datos necesarios para los siguientes calculos representan MS+ y MS,, el promedios de los
cuadrados, donde MS+ es la corrida entre grupos y MS; la corrida dentro de los grupos.

6) Con los datos obtenidos de la tabla ANOVA, calcular la varianza entre corridas

e intracorrida. Dado que MS1 mayor que MS2, entonces:

21.9—0.92
Vp=———c—— =420

5) Calcular la desviacion estandar, de acuerdo con las formulas establecidas.

S, =0.92 = 0.96
Sy = V420 = 2.05

Swi =V0.92 + 4.20 = 2.26

6) Calcular los coeficientes de variacion y comparar los resultados de CVr y CVwL

obtenidos contra las especificaciones del fabricante.
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0.96

CVR:m :068
CV, _ 226 = 1.60
WL™ 141 —

De acuerdo con los datos de la validacion del reactivo y el criterio de aceptaciéon que

indica que la verificacion es aceptada si, CVR laboratorio < CVWL fabricante.

Control CVR fabricante CVR Iaboratorio Verificacion
Nivel 1 1.94% 0.68% Aceptada
Control CVWL fabricante CVwL 1aboratorio Verificacion
Nivel 1 2.35% 1.60% Aceptada

Si no se aprobd la verificacion del fabricante, calcular los limites superiores de

verificacion UVL.

Aunque ambas verificaciones hayan sido aceptadas en el ejemplo, con fines

ilustrativos se calculara los valores de UVL.

Para repetibilidad
1) Determinar los grados de libertad para repetibilidad:
dfR = 25-5=20
2) Determinar el factor F, a partir de la tabla, del anexo 2, donde el valor es 1.31
para 20 grados de libertad y 2 numeros de controles.

3) Calcular el valor superior de verificacién para repetibilidad:
UVLrepetibilidad = 1.31%1.94 = 2.54

Para precision intralaboratorio

4) Calcular los grados de libertad para precision intralaboratorio, calculando el

valor p.
2.35
p = 194 = 1.21
El valor de p se interpola en la tabla del anexo 3, donde el valor resultante es
15.
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5) Determinar el factor F, a partir de la tabla del anexo 3, interpolando los grados

de libertad obtenidos y el numero de controles o muestras, el factor resultante

es 1.35.

6) Calcular el valor superior de verificacion para precision intralaboratorio:

UVLprecisi(’)nintralaboratorio = 1.35 * 2.35=3.17

7) Comparar los CV del fabricante frente a los UVL.

Control CVR fabricante CVR calculado
Nivel 1 1.94% 2.54%
Control CVWL fabricante CVWL calculado
Nivel 1 2.35% 3.17%

Verificacion
Aceptada
Verificacion
Aceptada

8) Comparar los datos de CVry CVwL obtenidos durante el protocolo, contra los

requisitos de calidad determinados por el laboratorio.

En este ejemplo el laboratorio ha definido para glucosa requisitos de calidad

establecidos por CLIA.

Routine Chemistry

Glucose Target value + 6 mgldL or + 10% (greater)
Error total aceptable (TEa) = 6 mg/dL 6 10%
Requisito para Repetibilidad = 1,5mgldL 6 2,5%

Requisito para precision intralaboratorio= 2 mg/dL 6 3,3%

Control CVR fabricante CVR calculado
Nivel 1 1.94% 2.5%
Control CVWL fabricante CVWwL calculado
Nivel 1 2.35% 3.3%
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6.2. Ejemplo de verificacién de la linealidad

Se realizaron mediciones para la verificacion de la linealidad de un método analitico
que mide calcio en orina, las mediciones se corrieron por duplicado en 6 niveles de
concentraciones equidistantes, con un requisito de calidad de 0.20mg/dL para
repetibilidad y no linealidad. El laboratorio realiza los analisis en orden aleatorio en una
sola corrida.

El ejemplo se tomé de la guia EP6-A, del CLSI.

Numero de diluciones: 6
Dilucion (x) Replicado Replicado Media (y)

1 4.7 4.6 4.65
2 7.8 7.6 7.7

3 10.4 10.2 10.3
4 13 13.1 13.05
5 15.5 15.3 15.4
6 16.3 16.1 16.2

* Para el ejemplo de linealidad, se propone utilizar RStudio, que es un entorno de
desarrollo integrado (IDE) para el lenguaje de programacion R, dedicado a la computacion
estadistica y graficos, que se encuentra como software libre. Hay que tener en cuenta que

con el uso de este programa pueden variar algunos datos, como se explica mas adelante.

** El analisis de ciertos datos también se desarrollaron con Excel como se puede observar

a continuacion.

El examen preliminar permite observar a través de la grafica de resultados que no
existen valores atipicos aparentes, aunque visualmente el ultimo punto esta alejado de
la linea de tendencia a comparacion de las cinco diluciones anteriores. La prueba de
Grubb arroja un limite de -0.14 a 22.6 mg/dL, por lo que se corrobora la ausencia de

valores aberrantes.
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Estudio de linealidad de calcio- Diluciones 1-6

= = = = = N
o N = [e)] 00 o
¢ J

[

Resultado calcio [mg/dL]

0 1 2 3 4 5 6 7
Diluciones-calcio [mg/dL]

Como se considera la evaluacién de la linealidad obviando la contribucion del error
aleatorio, y para el ejemplo dado no existe una aparente verificacion de la precisién, se

evalua la repetibilidad con las diferencias agrupadas de las repeticiones.

Dilucion Media D D/272 CV%

1 4.65 0.1 0.005 2.6
2 7.7 0.2 0.02 1.6
3 10.3 0.2 0.02 1.2
4 13.05 -0.1 0.005 0.9
5 15.4 0.2 0.02 0.8
6 16.2 0.2 0.02 0.7
> 0.8 0.07

Promedio 0.015
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1) Calcular la SD para las diferencias agrupadas (D) con la funcion DESVEST, o

con la funcién RAIZ, del promedio de D/272.

SD=+v0.015 =0.12

La SD de las diferencias agrupadas es igual a 0.12, con rangos desde 0.7% a 2.6%
que parecen ser constantes a través de los niveles. La DE o SD es menor al requisito
de calidad de 0.20 mg/dL. Una vez realizado el analisis preliminar de datos,
descartando valores atipicos se debe realizar el analisis de la regresién polinomial

para los polinomios de primero, segundo y tercer orden.

La siguiente tabla facilita el registro de datos necesarios para la evaluacion.

Simbolo Error
Valor del SE de estandar Grados de
Orden del o . Prueba t .
- coeficiente coeficiente de libertad
coeficiente L
Regresion

Primero bo 2.86 0.44 6.5
Primero b1 2.39 0.11 21.2 0.667 10
Segundo bo 0.82 0.4 2.1
Segundo b1 3.93 0.26 15.2
Segundo b2 -0.22 0.04 -6 0.313 9
Tercero bo 2.48 0.05 49
Tercero b1 1.82 0.57 3.2
Tercero b2 0.48 0.18 2.6
Tercero bs -0.07 0.02 -3.8 0.197 8

Para obtener los parametros que nos permiten verificar la linealidad se necesita

realizar los siguientes calculos:

1. Calcular el valor de cada coeficiente para cada uno de los tres polinomios. Al
agregar la linea de tendencia en una grafica Excel proporciona el “Formato de
linea de tendencia”, donde se generan la pestaina de opciones de linea de

tendencia, y la opcién de “Presentar ecuacion en el grafico”.
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Formato de linea de tendencia

Gréafica verificacion linealidad polinomio de Opciones de linea de tendencia
segundo grado 'S
gundoe ISR | (|
20 4 Opciones de linea de tendencia
18 |_/ Exponencial
16 |/ Lineal
14 |/H Logaritmica
o) /\} =) Polinédmica Grado 2
S 12 | :
S 10 |J Potencial
(] .
4] ST i Media mévil Periode 2
g 8 y = 2.3886x + 2.8567 Sl
6 Nombre de la linea de tendencia
® Automatico Polinémica (Media (y))
4 Personalizado
2 Extrapolar
En el futuro 0.0 periodos
0 En el pasado 0.0 periodos
0 1 2 3 4 5 6 7 T -
) . Senalar interseccion
Diluciones

+| Presentar ecuacion en el grafico

Presentar el valor R cuadrado en el grafico

Excel permite construir una grafica de dispersion XY (imagen izquierda), con los puntos
correspondientes a los datos obtenidos; la ecuacién con los valores de cada coeficiente se
obtiene seleccionando los puntos de la grafica y pulsando clic derecho sobre estos,
automaticamente una pestafia aparecera con la opcion de “Agregar linea de tendencia” y al
costado derecho el menu denominado “Formato de linea de tendencia” (imagen derecha), con
la opcién de tendencia Lineal y Polinébmica, que son las necesarias dentro de la guia EPQG;
ademas en las opciones esta el grado de polinomio que se desea obtener. Por ultimo en la
parte inferior del menu, se proporciona la opcién de marcar “Presentar ecuacion del grafico”,

ademas de otras opciones con informacion del grafico, asi como opciones de edicion de
disefio.

El paso descrito anteriormente se repite para obtener el valor de los coeficientes de 1°,
2° y 3° orden. Los valores se observan en la tercer columna de la tabla etiquetado
como: Valor del coeficiente.

2. Calcular el SE; de cada coeficiente.

Para la verificacion, el célculo de SEi necesita un software o programa estadistico

especifico con esta funcion.

El programa RStudio se propone unicamente por ser un software gratuito y al alcance
de todos quienes puedan descargarlo.
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@ Rstudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools
Q| - OF -

Help

Y

H B M Go to file/function

Q| Urtitled1® =]

= Source | & - | 8| 3 source -
X = 1:6 .

# Datos de las diluciones
y = c(4.65,7.7,10.3,13.05,15.4,16.2)

# Graficamos Tlos datos
plot(x[-61,y[-6],
main = "y-x",
xlab = "Estandarizadas",
ylab = "Resultados')

[T T I s T, I TPV S

# Coeficiente de correlacidn
cor(x[-6]1,y[-6]1) # Correlacion
##
##
i
#i
## Residuals:

#it 1 2 3 4
## -0.59524 0.06619 0.27762 0.63905
B
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Console Background Jobs
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-0.59524 0.06619 0.27762 0.63905
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0.60048 -0.98

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t]|)
(Intercept) 2.8567 0.6874 4.156 0.014196 *
X 2.3886 0.1765 13.532 0.000173 *

Pk

Signif. codes:
g1t 1

0 ¥k’ 0,001 f**’ 0.01 “*' 0.05

Residual standard error: 0.7384 on 4 degrees of fr
eedom

Multiple R-squared:
d: 0.9733

0.9786, Adjusted R-square

+ Addins -

Environment

= | | 2 Impert -

R -
Data
O modelol
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X

Y

Plots

»

Files

History  Connections

"% Global Environment =

Zoom

- 0 X

R Project: (None) -

Tutorial =]

 129Mi6 - | & List - -

List of 12

int [1:6] 123456
num [1:6] 4.65 7.7 10.3 13.

Viewer

- R g

Packages Help Presentati o [~ |

- Export - < -

Y~X

12 14
|

Resultados
10
|

Estandarizadas

*Cabe resaltar que los valores obtenidos por el software R no son idénticos a los obtenidos en

el ejemplo de la guia EP6-A, debido principalmente al calculo de los grados de libertad (df). El

calculo que menciona la guia es especifico de un contexto particular, donde se utiliza para

calcular los grados de libertad en un analisis de regresion, a comparacion del software R, que

no es especializado en este contexto.

Sin embargo los resultados permiten llegar a la misma conclusion expuesta por la guia. Para

evitar confusiones se trabajé con los valores ya establecidos en el ejemplo de la guia de CLSI.
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3. Calcular la t, mediante la prueba o test t, los dos primeros coeficientes (boy b1),
con la formula para t, no se prueban porqué no reflejan la no linealidad, la

prueba se calcula para b2 y ba.

; b; 2.86 6.5
~ SE; 044
Repetir la formula para cada coeficiente, en Excel es posible realizar el calculo con la
funcion, dividir. Los valores se observan en la quinta columna etiquetada como:

Prueba t.

La prueba t se realiza para probar la significancia estadistica de los coeficientes no
lineales, se compara el valor absoluto de la prueba con el valor critico de t (este ultimo
se obtiene con ayuda de la tabla t para linealidad encontrada en el anexo 3 o por

medio de un software estadistico).

Los valores de t critica obtenidos son: 2.306 para 8 grados de libertad, 2.62 para 9

grados de libertad y 2.28 para 10 grados de libertad.

Los resultados indican que los coeficientes no lineales b2 y b3 son estadisticamente
significativos, lo que sugiere que hay una relacién estadisticamente significativa entre

los coeficientes no lineales y la variable de respuesta en el modelo de regresion:

Si el valor de la prueba t es menor que el valor critico, no se rechaza la hipétesis nula 'y
concluye que no hay efectos no lineales significativos en el modelo, es decir si alguno
de los coeficientes no lineales b2 o bs, son significativos (p>0.05) los valores son

considerados lineales y el analisis esta completo.

En cambio si el valor de la prueba t es mayor que el valor critico, rechaza la hipétesis
nula y concluye que hay efectos no lineales significativos en el modelo, es decir si
alguno de los coeficientes b2, en el modelo de segundo orden; o b2 ybs, en el modelo
de tercer orden son significativos (p<0.05) los datos obtenidos son no lineales bajo

este protocolo.

Para el ejemplo se cumple que p<0.05, por lo que se debe comparar que modelo (2° o

3°) es mejor para el caso en particular.
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Si se comprueba que el método no es lineal, se evalua el polinomio (de segundo o

tercer orden) que mejor se ajuste a los datos obtenidos, con los siguientes calculos:

4. Estimar el error estandar de regresion para todos los polinomios, el polinomio

con el menor valor de error indica un mejor ajuste.

El analisis de regresion muestra que el término no lineal en el modelo de segundo
orden es muy significativo, pero los coeficientes no lineales de tercer orden también lo
son:t=26y-3.8.

Estas estadisticas superan el criterio de 2.306 para 8 grados de libertad. El modelo de
tercer orden también tiene un error estandar mucho mas bajo, lo que indica un mejor

ajuste que los modelos de segundo o primer orden.

*Los grados de libertad para el calculo t, se determinan con la siguiente formula:

df =L-R — Rdf

5. Obtener la diferencia DLi entre el polinomio de mejor ajuste y el polinomio lineal

en cada nivel de concentracion.

Prediccion de Predicciéon de

Media (y) Diferencia Diferencia %

1° orden 2° orden
4.65 5.25 4.71 -0.54 -11.6
7.7 7.63 7.5 -0.13 -1.7
10.3 10.02 10.45 0.43 4.2
13.05 12.41 13.15 0.74 5.7
15.4 14.8 15.22 0.42 2.7
16.2 17.19 16.26 -0.93 -5.7

* Los modelos de primer y tercer orden se resuelven para las concentraciones 1-6. Las
diferencias van desde 0.9 a 0.1 0 12% a 0.5%. Cinco puntos tienen diferencias que

superan el criterio del laboratorio para el error no lineal, 0.20 mg/dL.
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Se decide eliminar el ultimo punto. Si los otros cinco puntos son aceptablemente
lineales, entonces el método tiene un rango de alrededor de 4.5 a 15 que se adapta a

las necesidades del laboratorio.

El analisis revisado se muestra en la siguiente tabla.

Simbolo del  Valor del SE de Grados de Error estandar
e . e Prueba t . .
coeficiente  coeficiente coeficiente libertad de regresion
bo 2.16 0.15 14.3
b1 2.68 0.05 59.0 0.204 8
bo 1.54 0.19 8.2
b1 3.22 0.14 22.4
b2 -0.09 0.02 -3.8 0.124 7
bo 1.47 0.47 3.15
b1 3.32 0.61 5.45
b2 -0.13 0.23 -0.56
bs 0.004 0.02 0.17 0.134 6

En el analisis revisado, el término de segundo orden en el polinomio de segundo grado
es significativo: t = -3.8 excede el valor critico de 2.365 para 7 grados de libertad y los

términos no lineales en el modelo de tercer orden no son significativos.

Los errores estandar también muestran que el modelo de segundo orden se ajusta

mejor que los modelos de primer o tercer orden.

Las diferencias en los valores pronosticados entre los modelos de primer y segundo
orden se muestran en la ultima tabla. Ninguna de estas diferencias supera el criterio de
laboratorio de 0.2 mg/dL, por lo que el método es aceptablemente lineal en el rango

limitado.
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Media (y)

4.65
7.7
10.3
13.05
15.4

Prediccion de 1°
orden

4.85
7.54
10.22
12.9
15.59

Prediccion de 2°
orden

4.67
7.62
10.4
12.99
15.41

Diferencia

-0.18
0.08
0.18
0.09

-0.18

Diferencia %

-3.7
1.1
1.8
0.7

-1.2

En este caso particular, la ejecucion de un numero de corridas mayor a 5 (que son las

minimas aceptadas), permite la eliminacion de un punto, la nueva ejecucion del

analisis estadistico muestra una respuesta no lineal, pero las diferencias son menores

que el criterio de laboratorio. Se supone que el método es aceptablemente lineal en el

rango reducido.
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6.3.Ejemplo de verificacion de la veracidad

Se realizaron mediciones por quintuplicado durante cinco dias consecutivos de tres
materiales de control para glucosa, con un total de 25 datos. La material proviene del
CCE: Ensayos de aptitud EQA/PT, con 2 niveles de decision médica, el primer nivel
tiene una concentracion de 82 mg/dL, 0.25 DSgp (desviacién estandar del grupo de
comparaciéon) y 22 laboratorios con participacion, informacion que se obtiene del
reporte de CCE. Los valores de la verificacion precision para los calculos

correspondientes son los siguientes Swi:1.89, Sr:1.69, nRun: 5y nRep:5.

Numero de repicados: 5
Numero de dias: 5

Dia Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. 4 Rep. 5
Dia 1 85 84 83 84 82
Dia 2 83 84 80 81 81
Dia 3 83 78 81 82 80
Dia 4 83 80 81 79 81
Dia 5 80 83 82 84 79

Identificados todos la valores necesarios para las diferentes formulas utilizadas en la

verificacion de la veracidad se procede a calcular cada parametro.

1. Calcular de la media (Celda B14) y desviacion estandar (DS) (Celda B15) de
los datos obtenidos, con la funcion PROMEDIO, y DESVEST respectivamente.

2. Calcular el error estandar de la media Seg, (Celda B16), con la funcién RAIZ de
(1/nRun) multiplicado por Sw. elevado al cuadrado *2, menos nRep-1/nRep,
multiplicado por Sr al cuadrado.

3. Calcular el error estandar asociado al valor VT Seg,, (Celda B17), de acuerdo
con el material utilizado se divide el DSg, entre la RAIZ de la cantidad de
laboratorios de grupo.

4. Estimar el error estandar combinado Se; (Celda B18), con la funcion RAIZ de
Se;z (Celda B16) elevado al cuadrado con la funcién #2, sumado al valor de

Segy (Celda B17) también elevado al cuadrado.
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5. Calcular el valor tau (Celda B19), dividiendo Seg,, (Celda B17) entre Se; (Celda
B16).

6. Estimar los grados de libertad combinados dfc (Celda 20), con ayuda de la
tabla del anexo 5, hallando el valor mas cercano de grados de libertad de
acuerdo con el valor tau obtenido.

7. Calcular la probabilidad (Celda B21) de acuerdo con el numero de niveles, con
funciones basicas: 1-0.025/2 para el caso de glucosa.

8. Calcular el intervalo de verificacion de VT; el valor t (Celda B25) se obtiene con
la funcién INV.T, la PROBAILIDAD (Celda B21), una coma y los grados de
libertad combinados (Celda B20). El intervalo superior (Celda B28) es la suma
del VT o valor asignado (Celda B24) mas el valor t (Celda B25), multiplicado
por Se. (Celda B26), el intervalo superior (Celda B29) es la resta del VT (Celda
B24) menos el valor t (Celda B25), multiplicado por Se. (Celda B26).

A B C D E F
6 Dia Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. 4 Rep. 5
7 Dia 1 85 84 83 84 82
8 Dia 2 83 84 80 81 81
9 Dia 3 83 78 81 82 80
10 Dia 4 83 80 81 79 81
11 Dia 5 80 83 82 84 79
12
13 MNo. De datos 25
14 Media 81.720 =PROMEDIO(B7:F11)
15 DS 1.860 =DESVESTA(B7:F11)
16 Error estandar de la media Se; 0.507 =RAIZ((1/5)*(1.8922-(((5-1)/5*1.69/2)})))
17 Error estandar asociado al valor VT Seg,, 0.053 =0.25/RAIZ(22)
18 Error estandar combinado Se, 0.510 =RAIZ(B16r2+B1712)
19 Tau 0.105 =B17/B16
20 Grados de libertad combinados dfc 5 Valor obtenido de tablas
21 Probabilidad 0.9875
22
23 Intervalo de verificacién 95%
24 Valor asignado 82
25 Valor t 3.163 =INV.T(B21,820)
26 Se. 0.510
27
28 IV superior 83.614 =B24+B25*B26
29 IV inferior 80.386 =B24-B25%B26

Una vez obtenido el intervalo se puede analizar que la media o promedio de los datos
analizados, 81.72 mg/dL, entra en el intervalo de VT, que se encuentra entre 83.61

mg/dL y 80.39 mg/dL por lo que la verificacion de la veracidad se da por aceptada.
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La estimacion de la veracidad desde el punto de vista clinico requiere de un requisito

de calidad.
32 1V 95%/2 (incertidumbre combinada expandida) 1.61 =(B28-B29)/2
33 Requisito: Fuente CLIA: 10% 8.2 =82*10%
34 ESa(c) 41 =B33/2
35 Sesgo(c) -0.28 =B14-B24

1. Calcular la incertidumbre combinada expandida, IV 95%/2, que es la resta
IV superior (Celda 28) menos el |V inferior (Celda B29) entre dos.

2. De ser necesario se convierte TEa a unidades de concentracion,
multiplicando el VT por el requisito de calidad que es de 10%, para el
ejemplo.

3. Calcular el ESac, dividiendo TEa (Celda B33) entre dos.

Para determinar si el experimento detecta o no un sesgo clinicamente significativo, se
debe comparar el ESac, con la incertidumbre combinada expandida; si esta ultima <

ESac, se detecta un sesgo clinicamente significativo, si el valor es > ESac, no se

detecta un seso clinicamente significativo.

Para el ejemplo 1.61< 4.1, por lo tanto se detecta un sesgo clinicamente significativo.

Y se debe evaluar el Sesgoc.

ESac Incertidumbre combinada expandida (IV 95%/2)
4.1 > 1.61

4. Calcular el sesgo combinado, Sesgoc, restando la media del laboratorio
(Celda B14) menos el VT (Celda B24).

Si el Sesgoc, es < ESac, el sesgo del experimento es clinicamente no significativo, si

Sesgoc > ESac, el sesgo es clinicamente significativo.

Para el ejemplo -0.28 < 4.1, entonces el sesgo es clinicamente NO significativo, siendo

aceptada la verificacion de la veracidad, clinica y estadisticamente.

ESac Sesgoc
4.1 > -0.28
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6.4. Ejemplo de verificacion de la incertidumbre

Definicion del mensurando: Hemoglobina-colorimétrico (Lauril Sulfato de Sodio, g/dL).
La determinacién de la precision y el sesgo se obtuvieron de acuerdo con la guia CLSI
EP15-A3. El ejemplo se obtuvo de la directriz del INACAL.

Numero de replicados: 5
Numero de dias o corridas: 5

Material CCI Corrida1 Corrida2 Corrida3 Corrida4 Corrida5s
Replicado 1 12.3 12.2 12.3 12.4 12.2
Replicado 2 12.4 12.3 124 12.3 12.3
Replicado 3 12.5 12.3 12.3 12.5 12.3
Replicado 4 12.3 12.4 12.6 12.4 12.4
Replicado 5 12.4 12.3 12.4 12.3 12.3
Sumatoria 61.9 61.5 62 61.9 61.5
Promedio 12.38 12.3 12.4 12.38 12.3
Varianza 0.007 0.005 0.015 0.007 0.005

1. Emplear el analisis ANOVA con un factor, con la funciéon de Excel, Analisis de

varianza de un factor para obtener las siguientes tablas:

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 5 61.9 12.38 0.007
Columna 2 5 61.5 12.3 0.005
Columna 3 5 62 12.4 0.015
Columna 4 5 61.9 12.38 0.007
Columna 5 5 61.5 12.3 0.005
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F  Probabilidad Valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados critico para
F
Entre grupos 0.0464 4 0.0116 1.49 0.24 2.87
Dentro de los grupos 0.156 20 0.0078
Total 0.2024 24

De acuerdo con la nomenclatura CLSI; ElI promedio de los cuadrados (MS1) entre
corridas es MSpiw: 0,0116. El promedio de los cuadrados (MS2) dentro de las corridas

es MSwth:0,0078 El numero de resultados promedio por corrida (no) = 5.

2. Estimar la incertidumbre asociada a la media ux para el nivel 3.

JMS,,  [0.0116

x
Neotal 25

= 0.022 g/dL

3. Estimar el componente de la varianza dentro de las corridas (Vw), Nivel 3,
donde Vw=0.078 (varianza de repetibilidad).
4. Estimar el componente de la varianza pura entre corridas (Vs), Nivel 3, donde:

MS1 < MS2; entonces V=0

_ (MS1-MS2) Vg = (0,0116—-0,0078)

VB
Ng 5

=0.00076

5. Estimar el componente asociado a la imprecision intralaboratorio (Swt).

Sw, =W + Vs

Sy = v0.0078 + 0.00076 = 0.09 g/dL
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6. Combine componente aleatorio y sistematico (Nivel 3).

=/(0.09)2 + (0.022)% = 0.09 g/dL

Uc (Nivel 3)

7. Estime incertidumbre expandida unidades (g/dL).
Uwiver3y = 2 % 0.09
U = 0.18 g/dL
8. Estime incertidumbre expandida en (%).

Media(25réplicas) = 12.35g/dL

(0.18)

U(Nivel 3) = m *100 = 1.46 %
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7. ANEXOS

Precision
Anexo 1. Determinacién del factor G, para el calculo de limites de Grubb.

T (RS s

N G m N G m N G m
23 3.087 4.565 28 3.199 4.643 33 3.286 4.697
_ 24_' 3;&2 ﬂgz_ 29 3.218 4.828 34 3.301 4.853
25 3.135 5 I 30 3.23p 5 35 3.316 5
G: Factor de Grubb N: Numero de datos recolectados

Anexo 2. Determinacion del factor F para el calculo de UVL utilizando dfr y dfw.

Table 7. UVL Factors (F) as a Function of DF and Number of Samples (One to Six) in the Experiment

Number of Samples

DF 1 2 3 4 5 6
5 1.49 160 1.66 1.71 174 1.76
6 1.45 1.55 161 1.65 167 1.70
7 1.42 1.51 156 1.60 162 1.65
8 1.39 148 153 156 158 1.60
9 1.37 145 150 1.53 1.55 157
10 135 1.43 1.47 1.50 152 154
11 1.34 141 1.45 1.48 1.50 1.52
12 1.32 1.39 143 1.46 1.48 1.49
13 131 1.38 142 l1l.44 146 1.47
14 1.30 1.37 1.40 1.42 l1.44 1.46
15 1.29 1.35 1.39 1.41 1.43 1.44
16 1.28 134 1.38 1.40 141 1.43
17 1.27 133 136 139 1.40 1.41
18 1.27 1.32 135 1.37 1.39 1.40
19 1.26 131 134 136 138 1.39
20 1.25 131 134 1.36 1.37 138
21 1.25 1.30 1.33 135 1.36 1.37
22 1.24 1.29 132 134 1.35 1.36
23 1.24 129 131 1.33 1.35 1.36
24 1.23 1.28 131 132 134 1.35
25 1.23 1.28 1.30 1.32 1.33 1.34
26 1.22 1.27 1.30 131 1.32 134
27 1.22 1.26 1.29 131 1.32 1.33
28 1.22 1.26 1.28 1.30 131 1.32
29 1.21 1.26 128 1.30 131 132
30 121 1.25 1.27 1.29 1.30 131
31 1.20 1.25 1.27 1.29 1.30 131
32 1.20 1.24 1.27 1.28 1.29 1.30
33 1.20 1.24 1.26 1.28 1.29 1.30
34 1.20 1.24 1.26 1.27 1.28 1.29

Abbreviations: OF, degrees of freedom; UVL upper verification limit.
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Anexo 3. Determinacion de los grados de libertad para precision intralaboratorio con valor p.

Table 6. df,,, as a Function of the Claims Ratlo (p = 7, / 5.}, for Five to Seven Runs, Flve Replicates per Run

5 Runs 6 Runs
g dfp 2 df

274 5 3.02 & 3.27 7

2.06 6 2.25 7 242 8

178 7 193 g 206 9
1.62 8 1.74 9 1.85 10
1.51 9 1.62 10 1.71 11
143 10 1.52 11 161 12
1.37 11 146 12 1.54 13
132 12 140 13 1.48 14
1.28 13 1.35 14 1.42 15
1.24 14 132 15 138 16
121 15 1.28 16 1.35 17
119 16 125 17 131 18
116 17 1.23 18 1.29 19
114 18 1.20 19 1.26 20
112 19 118 20 124 21
1.10 20 116 21 1.22 22
108 21 114 22 1.20 23
1.05 22 112 23 118 24
103 23 111 24 1.16 25
1.00 24 1.09 25 114 26
1.07 26 1.13 27
105 27 111 28
1.02 28 1.10 29
1.00 29 1.08 30
1.07 31
1.05 32
1.03 33
1.00 34

Abbreviations: o, manufacturer's claim for repeatability; o, manufacturer's claim for within-
laboratory imprecision; df,,., degrees of freedom for within-laboratory imprecision.
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Linealidad

Anexo 3. Determinacion de la distribucion t de student para linealidad.

DF 90 95 .99
6 1.943 | 2.447 | 3.707

7 1.895 | 2.365 | 3.500
8 1.860 | 2.306 | 3.355
9 1.833 [ 2.262 | 3.250

10 1.812 | 2228 | 3.169
11 1.794 [ 2.201 | 3.106
12 1.782 | 2.179 | 3.054
13 1.771 | 2.160 | 3.012
14 1.761 | 2.145 | 2.977
15 1.753 | 2,132 | 2.947
16 1.746 | 2.120 | 2.921
17 1.740 | 2,110 | 2.898
18 1.734 | 2,101 | 2.878
19 1.729 [ 2.093 | 2.861
20 1.725 | 2.086 | 2.845
21 1.721 [ 2.080 | 2.831
22 1.717 |1 2.074 | 2.819
23 1.714 | 2.069 | 2.807
24 1.711 [ 2.064 | 2.797
25 1.708 | 2.060 | 2.787
26 1.706 | 2.056 | 2.779
27 1.703 | 2.052 | 2.771
28 1.701 [ 2.048 | 2.763
29 1.699 | 2.045 | 2.756
30 1.697 | 2.042 | 2.750
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Anexo 4. Esquemas de disolucion.

S=5 samples =9 samples

1: Low (L) 1: Low (L)

2:0.75L+0.25H 2: 0.875L+0.125H

3: 0.50L+0.50H 3:0.750L+0.250H

4:025L+0.75H 4:0.625L+0.375H

5: High (H) 5:0.500L+0.500H
6: 0.375L+0.625H

S=6 samples 7:0.250L+0.750H
8:0.125L+0.875H

1: Low (L) 9: High (H)

2: 0.8L+0.2H

3:0.6L+04H =10 samples

4:04L+0.6H

5:02L+0.8H l1: Low (L)

6: High (H) 2: 0.889L+0.111H
3:0.778L+0.222H

S5=T7 samples 4: 0.667L+0.333H
5:0.556L+0.444H

1: Low (L) 6: 0.444H+0.556H

2: 0.833L+0.167TH 7:0.333L+0.667TH

3:0.667L+0.333H 8:0222L+0.778H

4: 0.500L+0.500H 9:0.111L+0.889H

5:0.333L+0.667TH 10: High (H)

6: 0.167L+0.833H

7: High (H) S=11 samples

5=8 samples 1: Low (L)
2:09L+0.1H

1: Low (L) 3:0.8L+0.2H

2: 0.857L+0.143H 4:0.7L+0.3H

3:0.714L+0.286H 5:0.6L+0.4H

4:0.571L+0.429H 6: 0.5L+0.5H

5:0429L+0.571H 7: 0.4H+0.6H

6: 0.286L+0.714H 8:03L+0.7H

7:0.143L+0.857TH 9:02L+0.8H

&: High (H) 10:0.1L+0.9H
11:High (H)
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Veracidad

Anexo 5. Determinacion los grados de libertad combinados dfc.

Table 15A. df, for the Combined Standard Error of the Mean and TV as a Function of the Ratio of the Standard Error of
the Reference Material to the Standard Error of the Mean (tau = se_, /sez), for Five Runs, With Five Replicates per Run,
and N, = 10, 20, 50, 100, and 2 200 Laboratories. NOTE: Table 15Ais intended for use in Scenarios B (PT) and C (peer
group QC) in Section 3.3, when the user's experiment involves five runs.

10 Laboratories 20 Laboratories 50 Laboratories 100 Laboratories 200 Laboratories
tau df. tau df, tau tau df tau df¢
0.000 4 0.000 4 0.000 4 0.000 4 0.000 4
0.349 5 0.346 5 0.344 5 0.344 5 0344 5
0.490 6 0.481 6 0.477 6 0475 6 0475 6
0.600 7 0582 7 0573 7 0571 7 0569 7
0.698 8 0.666 8 0.652 8 0.647 8 0.646 8
0791 9 0739 9 0718 9 0713 9 0710 9
0.886 10 0.806 10 0.778 10 0.770 10 0.766 10
0991 11 0.869 11 0.831 11 0821 11 0.816 11
1126 12 0929 12 0.880 12 0.867 12 0.861 12
1.500 13 0.987 13 0.925 13 0910 13 0.903 13
2175 12 1.045 14 0.968 14 0949 14 0941 14
2,832 11 1.104 15 1.008 15 0987 15 0977 15
4.149 10 1164 16 1.047 16 1022 16 1.010 16
1.227 17 1.084 17 1.055 17 1.042 17
1295 18 1119 18 1086 18 1072 18
1.369 19 1154 19 1117 19 1101 19
1.455 20 1188 20 1146 20 1128 20
1561 21 1221 21 1174 21 1.154 21
1711 22 1.253 22 1201 22 1179 22
2179 23 1.285 23 1227 23 1203 23
3121 22 1.317 24 1.252 24 1.227 24
4070 21 1348 25 1277 25 1249 25
5.990 20 1379 26 1.301 26 1271 26
1410 27 1325 27 1292 27
1441 28 1.348 28 1313 28
1472 29 1370 29 1.333 29
1503 30 1393 30 1352 30
1.850 40 1.598 40 1527 40
3.500 53 1985 60 1808 60
4975 103 2528 120
7.053 203
infinity 9 infinity 19 infinity 49 infinity 99 infinity 199

Abbreviations: df., combined degrees of freedom; PT, proficiency testing; QC, quality control; TV, target value.
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