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1. OBJETIVO
El presente documento tiene por objeto brindar criterios y recomendaciones detalladas para la realizacién
de la verificacion de los procedimientos de andlisis cuantitativos en los laboratorios clinicos conforme a los
requisitos de la NTP 1SO 15189:2023.
Esta directriz no reemplaza los criterios de estandares internacionales aplicables que pueda usar el
laboratorio por lo que las recomendaciones que aqui se mencionan son de libre aplicacion por los
laboratorios, sin embargo, son reconocidas por la Direccion de Acreditacion (DA) del INACAL, como
apropiadas para cumplir con los requisitos de la norma NTP ISO 15189:2023.
En cualquiera de los casos, es responsabilidad de los laboratorios clinicos, demostrar que las verificaciones
son suficientes para cumplir plenamente los requisitos normativos, especificados en los elementos
desarrollados en este documento.
2, ALCANCE
Este documento aplica a los laboratorios clinicos acreditados, a aquellos que aspiren a una acreditacién y a
todos los laboratorios que busquen mejorar sus procesos analiticos.
3. GENERALIDADES
Este documento fue elaborado por el Subcomité Técnico de Aseguramiento de la Calidad en los procesos
del Laboratorio Clinico de la Direccién de acreditacion de INACAL.
Este documento tiene un enfoque practico y didactico para la realizacion de la verificacion de los
procedimientos de analisis cuantitativos en los laboratorios clinicos, que requieran aplicar criterios
uniformes y consistentes con el fin de brindar sus servicios con seguridad técnica en el marco del
cumplimiento de la NTP 15189:2023 y que esto repercuta en un resultado de analisis clinico con calidad y
confiabilidad en beneficio de la salud de las personas.
4, DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Los documentos de referencia siguientes han sido consultados para la elaboracion de esta directriz. Para
las referencias con fecha s6lo se aplica la edicién citada. Para las referencias sin fecha se aplica la Ultima
edicion del documento de referencia (incluyendo cualquier modificacion).

e NTP ISO 15189:2023 - Laboratorios clinicos. Requisitos para la calidad y la competencia

e VIM, Vocabulario internacional de términos fundamentales y generales de metrologia, publicado por
BIPM, IEC, IFCC, ISO, UIPAC, UIPAP y OIML.

e Orientacién sobre Validacao de Métodos Analiticos — Documento de caracter orientativo DOQ-CGGRE-
008. Brasil. Revisao 08 — abril 2020.

o (Guia para la Validacion de Métodos — Entidad Costarricense de Acreditacion. 18-02-2014.

e Guia de Validacion de Métodos de ensayo en Laboratorios Clinicos. Organismo de acreditacion
ecuatoriano, 2018-01-29.

o (Guia para la Validacién y la Verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos empleados por
el laboratorio clinico. México, junio, 2017. Entidad Mexicana de Acreditacion.
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o (Guide de validation des Methodes en Biologie Medicale LAB GTA04, 23/02/2023. COFRAC - Francia

o NTP ISO/IEC 17043:2012 Evaluacion de la conformidad. Requisitos generales para los ensayos de
aptitud.

o |LAC-G26:11/2018 Guidance for the implementation of a Medical Laboratory Accreditation System
o Validacion Bésica de Método — James O. Westgard, Ph.D. 2013

e CLSI EP 15 A3 User verification of Precision and Estimation of Bias; Approved Guideline — Third
edition, September 2014.

e CLSI EP 05 A3 Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures; Approved
Guideline—Third Edition.

o CLSI EP 06 A Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures — Second Edition

o CLSI EP 28 - A3C Defining, Establishing, and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory,
Third Edition. 2010

o CLSI EP 17 — A2 Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures,
Second Edition 2012.

o (24 Statistical Quality Control for Quantitative Measurement Procedures: Principles and Definitions, 4th
Edition 2016.
e Sistema Internacional de Unidades de Medida, José Dajes Castro — INDECOPI — 1999

Nota: La aplicacién de las guias actualizadas no invalida la aplicacion de las versiones anteriores
hasta con una antigiiedad de 8 afos.

DEFINICIONES

Para los fines de esta directriz se aplican los términos y definiciones pertinentes de la Norma ISO/IEC
17000 y del VIM (Vocabulario Internacional de Términos Fundamentales y Generales de Metrologia).

Nota: En la Norma ISO 9000 se establecen las definiciones generales relativas a la calidad, mientras que la Norma ISO/IEC 17000
establece definiciones que se refieren especificamente a la certificacion y a la acreditacion de laboratorios.

Cuando las definiciones de la Norma ISO 9000 sean diferentes, tienen preferencia las de la Norma ISO/IEC
17000 y las del VIM.

Analisis: Conjunto de operaciones que tienen por objeto determinar el valor o las caracteristicas de una
propiedad. (Fuente: NTP-ISO 15189)

Nota: Los andlisis de laboratorio a menudo también se llaman ensayos o pruebas.

Analisis Cuantitativo: Conjunto de operaciones que determinan el valor de una propiedad (Fuente: NTP-
ISO 15189).

Nota: El valor de medicion esta en relacion directa con una cantidad o actividad del mensurando.

Analisis Cualitativo: Conjunto de operaciones que determinan las caracteristicas de una propiedad
(Fuente: NTP-ISO 15189).

Nota: El resultado es obtenido por la lectura de la reaccion que da un observador, a través de la comparacién con controles
positivos o negativos.
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Arrastre: Proceso en el que uno de los componentes de una reaccion quimica, sean estos una parte de la
muestra, reactivo, diluyente o solucion de lavado son transferidos de un contenedor o de una mezcla de
reaccion a otra. Este puede ser uni o bidireccional en una serie de especimenes o ensayos. (Fuente: OAE
G03 R00).

Calibraciéon: Operacién que, bajo condiciones especificadas, establece en una primera etapa, una relacién
entre los valores y sus incertidumbres de medicién asociadas obtenidas a partir de los patrones de
medicién, y las correspondientes indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en una segunda etapa,
utiliza esta informacion para establecer una relacién que permita obtener un resultado de medicion a partir
de una indicacion (Fuente VIM definicion 2.39).

Conmutabilidad de Material de Referencia: Propiedad de un material de referencia expresada por la
proximidad, por una parte, entre los resultados de medida obtenidos para una magnitud determinada de
este material, utilizando dos procedimientos de medida dados, y por otra, entre los resultados de medida
para otros materiales especificados. (Fuente: VIM edicién 2012)

Nota: El material de referencia en cuestion es generalmente un calibrador, y los otros materiales especificados son generalmente
muestras de rutina.

Corrida analitica: Un intervalo en el que la veracidad y precisién de un sistema de pruebas se espera que
sean estables, pero no puede ser mayor de 24 horas 0 menor que la frecuencia recomendada por el
fabricante. Referencia: CLSI Guia EP 15-A3 (Ver 1.4.2, pagina 6).

Deriva instrumental: Variacion continua o incremental de una indicacién a lo largo del tiempo, debida a
variaciones de las caracteristicas metrologicas de un instrumento de medida. (Fuente: VIM edicion 2012)
Nota: La deriva instrumental no se debe a una variacion de la magnitud medida, ni a una variacion de una
magnitud de influencia identificada.

Dispositivo médico: Cualquier instrumento, aparato, implemento, maquina, reactivo o calibrador in vitro,
aplicativo informatico, material u otro articulo similar o relacionado, previsto por el fabricante para ser
empleado en seres humanos solo o en combinacion, para uno 0 mas de los siguientes propdsitos
especificos: Diagnostico, prevencion, monitoreo, tratamiento o alivio de una enfermedad; Diagndstico,
monitoreo, tratamiento alivio o compensacion de una lesion; Investigacion, reemplazo, modificacién o
soporte de la anatomia o de un proceso fisiolégico; Soporte 0 mantenimiento de la vida; Control de la
concepcion; Desinfeccion de dispositivos médicos. (Fuente: Ley N°29459 (Ley de los Productos
Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos Sanitarios)) - DIGEMID.

Evaluacién externa de la calidad (EQA, por sus siglas en inglés, external quality assessment):
Evaluacion del desempefno del participante frente a criterios preestablecidos mediante una
comparacion interlaboratorios. (Fuente: NTP-ISO 15189:2023)

Equipo: Para propésitos de la NTP 15189, el equipamiento de laboratorio incluye hardware y software de
instrumentos, sistemas de medicion y sistemas de informacion del laboratorio o cualquier equipamiento
que influya sobre los resultados de las actividades del laboratorio, incluyendo los sistemas de
transporte de las muestras. (Fuente: NTP-ISO 15189:2023 (Ver 6.4.1, Nota)

Error de Medicion: Valor medido de una magnitud menos un valor de referencia (Fuente VIM definicion
2.16).
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Error Tipo | (a): Es la probabilidad de rechazar falsamente la hipétesis nula en la cual una sustancia no
esta presente cuando es verdad, por ejemplo, un resultado Falso Positivo.

Error Tipo Il (B): Es la probabilidad de aceptar falsamente la hipétesis nula en la cual una sustancia no
estd presente cuando en realidad la sustancia esta presente en un nivel establecido, por ejemplo, un
resultado Falso Negativo.

Exactitud de medida: Proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de un mensurando (Fuente
VIM 3era Edicién 2012).

Experimento de interferencia: Provee informacion acerca del error sistematico constante causado por la
falta de especificidad del método. Se prepara una muestra para examen adicionando el material
sospechoso a una muestra que contenga el analito. Una segunda alicuota de la muestra original es diluida
con la misma cantidad de un diluyente, luego ambas muestras son analizadas por el método de examen y
se determina la diferencia. (Fuente: Validacion basica del método. James O. Westgard, Ph.D.)

Experimento de recuperacion: Provee informacién acerca del error sistematico proporcional causado por
una reaccion competitiva. Se prepara una muestra para examen afiadiendo una solucién estandar del
analito que se esta midiendo a una alicuota del espécimen de un paciente. Se prepara una muestra control
afiadiendo una cantidad igual del solvente usado para la solucién estandar a una segunda alicuota del
mismo espécimen del paciente. Las dos muestras son entonces analizadas por el método de examen y la
cantidad recuperada es comparada a la cantidad afiadida. (Fuente: Validacion basica del método. James O.
Westgard, Ph.D.)

Incertidumbre: Parametro asociado al resultado de una medicién, que caracteriza la dispersién de los
valores que podrian atribuirse razonablemente al mesurando. (Fuente: ISO/IEC GUM).

intervalo de referencia bioldgico

intervalo de referencia

intervalo especificado de la distribucion de valores tomados a partir de una poblacion biolégica de
referencia (Fuente: NTP ISO 15189:2023)

Nota 1: Un intervalo de referencia se define cominmente como el intervalo central del 95 %. En casos particulares podria
ser mas apropiado otro tamario o una posicién asimétrica del intervalo de referencia.

Instrumento de medida: Dispositivo utilizado para realizar mediciones, solo o0 asociado a uno o varios
dispositivos suplementarios. (Fuente: VIM edicion 2012)

Nota 1: Un instrumento de medida que puede utilizarse individualmente es un sistema de medida.

Nota 2: Un instrumento de medida puede ser un instrumento indicador o una medida materializada.

Limite de Blanco (LoB): Es el mayor resultado de medicion que es probable que se observe para el
blanco de una muestra (con una probabilidad establecida [a]). También se le conoce como “valor critico de
la variable del estado neto” (Fuente: ISO 11843-1).

Limite de Deteccion (LoD): Es la concentracion minima de un analito en la matriz de una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analiticas especificas (Fuente:
NMX-CH-152-IMNC-2005).
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Nota 1: En procedimientos de medicion molecular cuantitativos y cualitativos, es la concentracion mas baja de analito que puede
ser detectada constantemente (tipicamente en = 95% de las muestras analizadas en condiciones de laboratorio clinico de rutina en
un tipo definido de muestra);

Nota 2: También es conocido llamado "limite inferior de deteccion", "concentracién detectable minima (o valor) y" limite de
deteccion ", y formalmente conocido como el "valor minimo detectable de la variable del estado neto" (Fuente: ISO 11843-1).

Limite de Cuantificacion (LoQ): Es la cantidad méas baja de un mensurando en un material que puede ser
determinada cuantitativamente con una exactitud establecida (como error total 0 como requerimientos
independientes para sesgo y precision) bajo condiciones experimentales establecidas (modificado de ISO
18113-1). La Sensibilidad Funcional es una forma de LoQ, en la cual el umbral para los resultados
confiables esta definido solamente en términos de un requerimiento de precision.

Nota 1: El LoB y el LoD son objetivos estadisticos construidos calculados solamente en la base de los procedimientos de medicion
de la precision y sesgo inherentes. En contraste el LoQ refleja el desempefio del procedimiento de medicion comparado a objetivos
de exactitud preestablecidos.

Nota 2: El LoB siempre serad menor que el LoD, mientras que el LoD puede ser igual 0 menor que el LoQ.

Linealidad: Capacidad de un ensayo (dentro un rango dado) de generar resultados directamente
proporcionales a la concentracién del analito en la muestra evaluada. (Fuente EP6-A CLSI).

Magnitud: Propiedad de un fendmeno, cuerpo o sustancia, que puede expresarse cuantitativamente
mediante un numero y una referencia. (Fuente: ISO/IEC GUM).

Mesurando: Magnitud particular, objeto de medicion. (Fuente: ISO/IEC GUM)

Nota: También se conoce como mensurando

Material de Referencia (MR): Material suficientemente homogéneo y estable con respecto a propiedades
especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una medicibn 0 en un examen de
propiedades cualitativas. (Fuente VIM definicién 5.13)

Nota 1: El examen de una propiedad cualitativa comprende la asignacién de un valor a dicha propiedad y de una incertidumbre
asociada. Esta incertidumbre no es una incertidumbre de medida.

Nota 2: Los materiales de referencia con o sin valores asignados pueden servir para controlar la precisién de la medida, mientras
que Unicamente los materiales con valores asignados pueden utilizarse para la calibracion o control de la veracidad de medida.

Nota 3: Los materiales de referencia comprenden materiales que representan tanto magnitudes como propiedades cualitativas.

Material de Referencia Certificado (MRC): Material de referencia acompafiado de un certificado cuyo
valor de las propiedades es certificado por un procedimiento que establece su trazabilidad a una realizacién
exacta de la unidad en la cual los valores de propiedad son expresados y para la cual cada valor certificado
esta acompafiado de una incertidumbre aun nivel de confiabilidad indicado. (Fuente: OAE G03 R00).

Método de medicion: Secuencia légica de las operaciones, descritas de manera genérica, utilizada en la
ejucion de las mediciones (Fuente VIM definicién 2.5)

Método de referencia: Método ampliamente investigado, que describe clara y exactamente las

condiciones y procedimientos necesarios, para la medicién de uno o més valores de la propiedad, que han
demostrado tener exactitud y precisién de acuerdo con su propoésito de uso y que puede, por lo tanto, ser
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usado para evaluar la exactitud de otros métodos por la misma medicién, permitiendo en particular la
caracterizacion de un Material de Referencia. (Fuente: OAE G03 R00).

Método desarrollado por el laboratorio: Método analitico que no se encuentra en normas, ni en
publicaciones de terceros, habiendo sido desarrollado por el propio laboratorio.

Nota: El desarrollo del método incluye la etapa de su validacién.

Muestra blanca: Material que es similar en matriz y estado fisico de preparacién a las muestras que estan
siendo analizadas como muestras problema, pero que no contiene el anélito nativo y que es usado con el
propdsito de dar seguimiento a diferentes aspectos del proceso analitico. (Fuente: OAE G03 R00).

Muestra de control: Material de composicion conocida usado con el proposito de dar seguimiento al
proceso analitico, que debe ser similar a las muestras que estan siendo analizadas como muestras
problema, en cuanto a la matriz, y al estado fisico de preparacion y el intervalo de concentracién del analito.
(Fuente: OAE G03 R00).

Muestra nativa: Muestra clinica de paciente en estado natural (sin agregado de conservantes ni alteracion
fisica de cualquier tipo) que es empleada en el laboratorio clinico para la investigacion o medicién de algin
anélito o mensurando de interés.

Parametros de desempefio del método: Son las propiedades, caracteristicas o capacidades
cuantificables del método que indican su grado de calidad; incluyen: exactitud, efecto de matriz,
repetibilidad, reproducibilidad, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad,
intervalo analitico, sensibilidad, robustez. Todas estas caracteristicas relacionadas con los resultados
obtenidos. (Fuente: OAE G03 R00).

Nota: Rendimiento es considerado equivalente a Desempefio.

Particion de los Intervalos de referencia: Los criterios de particion permitiran la seleccién de individuos
de referencia que formen grupos homogéneos, es decir, grupos en los que la variabilidad bioldgica
interindividual sea la menor posible. (Fuente: CLSI EP 28 - A3c).

Precision: Es el grado de concordancia entre los resultados del ensayo obtenidos independientemente
bajo condiciones estipuladas. (Fuente: NTP-ISO 5725-I)

Nota 1: La precisidn solo depende de la distribucion de los errores aleatorios y no se relaciona con el valor verdadero o el
especifico.

Nota 2: La medida de precision se expresa usualmente en términos de la imprecision y se calcula como una desviacion estandar
de los resultados del ensayo. Una menor precision esta reflejada por una mayor desviacion estandar

Nota 3: Los resultados del ensayo obtenidos independientemente” se refieren a los resultados obtenidos de manera que no han
sido influenciados por cualquier resultado anterior en el mismo o similar objeto de ensayo. Las medidas cuantitativas de precision
dependen criticamente de las condiciones estipuladas. Las condiciones de repetibilidad y reproducibilidad son situaciones
particulares en condiciones extremas.

Precision Intermedia:

Precision de medicion bajo un conjunto de condiciones de precision intermedia. Condicion de medicion,
dentro de un conjunto de condiciones que incluye el mismo procedimiento de medicion, el mismo lugar y
mediciones repetidas del mismo objeto u objetos similares durante un periodo amplio de tiempo, pero que
puede incluir otras condiciones que involucren variaciones. (Fuente VIM definicion 2.22, 2.23)
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Nota 1 Las variaciones pueden comprender nuevas calibraciones, patrones, operadores y sistemas de medicion.

Nota 2 Conviene que, en la medida de lo posible, una especificacién sobre las condiciones indique qué condiciones cambiaron y
cuéles no.

Nota 3 En quimica, el término “condicion de precision inter-serie” se utiliza algunas veces para referirse a este concepto.

Precision Intralaboratorio o Total:
Imprecisién obtenida durante un tiempo definido dentro de las mismas instalaciones, usando el mismo
equipo y con los mismos analistas. La calibracion y los reactivos pueden variar. (Fuente CLSI EP 15-A3)

Nota.- Anteriormente el término usado por EP 15 era Precision Total.

Rango Lineal: Rango donde los resultados de las pruebas son aceptablemente lineal; es decir, donde el
error de no linealidad es menor que el criterio de error. (Fuente: EP6-A CLSI)

Rango de Medicion Analitico (AMR): Rango de valores del analisis que un método puede medir
directamente en una muestra sin ninguna dilucién, concentracién u otro pre tratamiento que no es parte del
andlisis habitualmente.

Regresion Lineal: Célculo estadistico que da como resultado parametros que describen los valores
lineales. Relacion entre los valores de una variable independiente y una variable dependiente.
El célculo matematico se basa en la definicion matematica de una linea (Y=a+bx).

Regresion de Passing Bablock: Método estadistico para el andlisis de regresion no paramétrica
adecuado para estudios de comparacion de métodos. El procedimiento passing-Bablock es vélida solo
cuando existe una relacién lineal entre x e y que puede ser evaluado mediante una prueba de suma
acumulada.

Repetibilidad: Es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas obtenidas bajo
condiciones de repetibilidad. Es decir, es la medida de la precision en condiciones bajo las cuales se
obtienen resultados independientes de una prueba con el mismo método, con los mismos accesorios de
laboratorio, en el mismo laboratorio, por el mismo operador usando el mismo equipo en intervalos de
tiempo cortos. (Fuente: NTP-ISO 3534-1)

Reproducibilidad: Es la precision donde los resultados del ensayo son obtenidos con el mismo método
sobre materiales de ensayo idénticos, en diferentes laboratorios con diferentes operadores usando equipos
diferentes. (Fuente: NTP-ISO 5725-1)

Validacion: Confirmacién de la fiabilidad para un uso especifico previsto o aplicacion mediante la
aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos especificados. (Fuente: NTP-ISO
15189:2023).

Valor de referencia de una magnitud: valor de una magnitud que sirve como base de comparacién con
valores de magnitudes de la misma naturaleza. (Fuente VIM definicion 5.18).

Nota 1: El valor de referencia puede ser un valor verdadero de un mensurando, en cuyo caso es desconocido, o un valor
convencional, en cuyo caso es conocido.

Nota 2: Un valor de referencia con su incertidumbre de medida asociada habitualmente se refiere a

a) un material, por ejemplo un material de referencia certificado,
b) un dispositivo, por ejemplo un laser estabilizado,
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c) un procedimiento de medida de referencia,
d) una comparacion de patrones de medida.

Valor aberrante: Un valor aberrante en un conjunto de valores de referencia bioldgicos es un valor
extremadamente alto o bajo que se situa fuera de un intervalo de tolerancia definido con todos los valores
del conjunto. (Fuente: CLSI EP 28 - A3C).

Veracidad: Grado de concordancia existente entre la media aritmética de un gran nimero de resultados y
el valor verdadero o aceptado como referencia. Se relaciona con la presencia de errores de tipo
sistematico, también llamado “sesgo” o “desviacidén”; que puede expresarse como un valor absoluto o
relativo al valor verdadero. (Fuente: OAE G03 R00).

Verificacion: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los
requisitos especificados. La verificacion es el proceso mediante el cual el laboratorio confirma que los
requisitos _del desemperio establecidos de un sistema de medicién se pueden replicar en el
laboratorio antes de efectuar un analisis de una muestra humana. (Fuente: NTP-ISO 15189:2023).

Transferencia de Intervalos de referencia: Son Intervalos de referencia que se han obtenido con otro
procedimiento de medida, ya sea en el mismo laboratorio 0 en un laboratorio distinto, utilizando la misma o
distinta poblacion de referencia. (Fuente: CLSI EP 28 - A3c).

CONSIDERACIONES GENERALES

a. Antes de realizar la verificacidon del procedimiento de analisis se debe cumplir con la correcta
calificacion de instalacién y operacion del equipo de medicién, ademas del entrenamiento de los
usuarios que incluya un periodo de familiarizacion.

b. Verificar el correcto funcionamiento de los equipos de medicién, teniendo en consideracion los
registros de los mantenimientos diarios, correctivos (si hubiera) y los programas de mantenimiento
preventivo.

c. Registrar la identidad de los analistas responsables en los informes finales.

d.  Seguir las instrucciones del fabricante para el uso de los equipos de medicion, reactivos, consumibles
y materiales de control, empleando instrumentos y equipos calibrados.

e. Emplear el mismo lote del material de control y en lo posible el mismo lote de reactivo para cada
protocolo de verificacion.

f. Las concentraciones de los materiales de control proporcionen un desafio clinicamente relevante
para el método de analisis, que tenga niveles de concentracion iguales o cercanos a los limites
de decision clinica y cuando sea posible, cubra el rango de medicién del analisis (segun lo
especificado en el requisito 7.3.7.2 b) 4. de la NTP ISO/IEC 15189:2023).

EVALUACION DE LOS PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS

Validacion

La validacion se realiza para comprobar que se han cumplido los requisitos del procedimiento de analisis
para una utilizacién o aplicacién especifica prevista. Los datos de esta validacion los informa generalmente
el fabricante en los instructivos de uso de los reactivos.

La validacién de procedimientos de analisis solo debera realizarse cuando:
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7.2

- El laboratorio realiza modificaciones a procedimientos ya validados o fuera del alcance del uso previsto
por el fabricante.
- Ellaboratorio utiliza procedimientos de analisis desarrollados por ellos mismos.

La Direccion de acreditacion (DA) ha estimado conveniente que, dependiendo de la naturaleza del
procedimiento a validar, los estudios de validacién deben contener la determinacion de los siguientes
parametros:

- Veracidad

- Precision

- Selectividad

- Especificidad

- Intervalo de Referencia

- Linealidad

- Limites Inferiores

- Sensibilidad

- Robustez

Para el desarrollo de los parametros de validacion se debe tener en consideracién el uso de documentos
de instituciones de reconocimiento nacional o internacional. Cabe indicar, que el laboratorio debera
sustentar técnicamente la aplicacion o no de cada uno de los parametros que han sido considerados
aplicables de validacion citados arriba.

Verificacion

El laboratorio debe verificar que puede aplicar correctamente los procedimientos de analisis ya validados
por el fabricante, previo a su uso y bajo sus condiciones propias de operacion (Ejemplo: equipo,
calibradores, analistas, condiciones ambientales.) generando evidencias objetivas, para confirmar su
aplicacion correcta. La verificacion también se debe realizar cada vez que haya algiin cambio mayor en
algun procedimiento de anélisis que ya hubiera sido verificado anteriormente o cada vez que existan
cambios mayores en el instrumento de medicién (se consideran cambios mayores cuando se realice un
cambio de equipo, un mantenimiento mayor o profundo, que afecte directamente a los componentes de
medicion instrumental, cambio de reactivos y traslado de equipo que haya requerido un retiro del equipo de
las instalaciones donde habitualmente funciona). Ademas, se requerira que una vez realizada la verificacion

del procedimiento, este se mantenga en monitoreo a través de sus programas de control interno y externo
de la calidad.

La DA ha estimado conveniente que los estudios de verificacion deben contener al menos la determinacién
de los siguientes parametros:

- Precision

- Veracidad

- Linealidad

- Estudios de Limites Inferiores

- Intervalos de Referencia

Nota1: Si el laboratorio considera que alguno de los parametros para la verificacion de los procedimientos de analisis,
no aplica en funcién al analisis seleccionado, esta decision debe ser justificada técnicamente_y estar documentada
debidamente.

IMPORTANTE.- El laboratorio en lo posible debe seleccionar requisitos de la calidad para cada analisis
recurriendo a fuentes validas de origen nacional o internacional (Requisitos médicos, Variabilidad
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8.1

8.1.1

bioldgica, estado del arte: Clinical Laboratory Improvement Amendments — CLIA, Royal College of
Pathologists of Australasia - RCPA, Richtlinien der Bundesarztekammer - RILIBAK, entre otros), las
siguientes rutas pueden facilitar su busqueda:

- https://www.westgard.com/quality-requirements.htm
- http://datainnovations.com/allowable-total-error-table
- http://www.segc.es/es/comisiones/comision-de-calidad-analitica/_id:4/

DESARROLLO DE PARAMETROS DE VERIFICACION DE LOS PROCEDIMIENTO CUANTITATIVOS.
Precision

La verificacion de la precision por parte del usuario se da en funcién a las especificaciones de desempefio
declaradas por el fabricante y/o las especificaciones de calidad analitica adoptada por el laboratorio.

El laboratorio debe evaluar la precisién de un procedimiento de analisis en dos condiciones

e Precision en condiciones de repetibilidad.
e Precision en condiciones de precision intermedia o intralaboratorio.

Condiciones de repetibilidad:

o El mismo procedimiento de medida

o El mismo laboratorio

o El mismo equipo

o El mismo operador

o EI mismo reactivo (lote/ envase) y la misma calibracién

¢ Repeticiones en un intervalo corto de tiempo (dentro de una corrida analitica)

Es lo que comunmente denominamos precision intracorrida o intraserie, en este caso las variables que
pueden generar dispersion a nivel de los resultados se encuentran sumamente acotados.

Condiciones de precision intermedia o intralaboratorio:

 El mismo procedimiento de medida

¢ El mismo laboratorio

¢ El mismo equipo

¢ El mismo operador o no

o Repeticiones en un intervalo prolongado de tiempo.

Es muy importante identificar que en un periodo prolongado de tiempo son mas las variables que pueden
generar dispersion como cambios de lote de reactivo, calibraciones, cambios en las condiciones
ambientales, mantenimientos, reparaciones.

Condiciones Generales para evaluar la precision:
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8.1.2

Lo primero es la seleccidn de los materiales que vamos a utilizar para llevar a cabo el protocolo. Se
necesitan dos materiales como minimo, en este caso se pueden dar dos situaciones:

Muestras para evaluar precision solamente:

1.- Muestras de pacientes
2.- Pooles de muestras de pacientes
3.- Material de control (interno —interlaboratorial-PEEC)

Muestras para evaluar precisién y veracidad con los mismos datos:

1.- Materiales de referencia

2.- Muestras con participacion en ensayos de aptitud (PEEC)

3.- Controles con participacién en esquemas interlaboratorio

4.- Control de Calidad Interno

5.- Calibradores

6.- Muestras de pacientes con valor obtenido con un procedimiento de referencia.

En caso de emplear materiales de control se recomienda que sean conmutables a la matriz de las
muestras segun el uso previsto.

Para este Ultimo caso es necesario contar con la informacion sobre la estimacion del valor asignado de
los materiales empleados y en ambos casos es muy importante que los materiales escogidos tengan
concentraciones que estén proximas o representen niveles de decision médica.

Procedimiento:

a) Modelo 1: Segun lo declarado por la Guia del CLSI EP15-A3:

Para Repetibilidad: Procesar cada material de control por quintuplicado (5 réplicas diarias), durante
cinco dias. A partir de estos resultados vamos a calcular el coeficiente de variacién en condiciones de

repetibilidad (CVR).

Para Precision Intermedia: Procesar cada material de control por quintuplicado durante cinco dias. A
partir de estos resultados vamos a calcular el coeficiente de variacion intralaboratorio (CVWL).

Nota: Para mejorar el rigor en la estimacion, el protocolo se puede extender unos dias adicionales para

una o0 mas muestras (hasta 7 dias), nunca menos de 5 dias, los dias de corrida no necesariamente deben

ser consecutivos, el procesamiento debe ser en lo posible por diferentes operadores entre los dias

(condiciones de rutina) y examinar los datos aberrantes diariamente para detectar valores atipicos. Si se

observan mdltiples valores aberrantes (mas de dos), considerar repetir el estudio o en su defecto

contactarse con manufactura.

Consistencia de datos:

Establecer los limites de Grubbs para la evaluacion de datos aberrantes y la consistencia de los mismos.
Limites de Grubbs = Media + (Factor de Grubbs * DS)

Donde;
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Media: Promedio de los 25 datos
Factor de Grubbs: Depende de la cantidad de datos y el numero de corridas.
DS: Desviacion estandar de los 25 datos

» Criterios de evaluacion

Criterio Consistencia
Maximo 01 resultado aberrante por muestra Aceptada
Maximo 02 resultados aberrantes en todo el Aceptada
protocolo
Mas de 03 resultados aberrantes en todo el Rechazada
protocolo

b) Modelo 2: Segtin lo declarado por James Westgard:

Para Repetibilidad: Procesar cada material de control por lo menos 20 veces, en forma continua o 20
veces en el transcurso del dia (24 h). A partir de estos resultados vamos a calcular la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion expresado en porcentaje.

Para Precision Intermedia: Procesar cada material de control 20 veces durante 20 dias diferentes
utilizando el mismo lote de control. A partir de estos resultados vamos a calcular la media, la desviacién
estandar y el coeficiente de variacion expresado en porcentaje.

8.1.3  Criterios de Aceptabilidad:

El laboratorio debe realizar la verificacion de los procedimientos de andlisis acorde al
fabricante y a especificaciones de desemperfio analitico.

a) Acorde al fabricante

El laboratorio debe verificar que el procedimiento de analisis utilizado puede obtener un desempefio
semejante al declarado por el fabricante en el inserto del analisis en estudio.

Lo primero que vamos a hacer es comparar el coeficiente de variacién (para repetibilidad e
intralaboratorio) que nosotros hemos obtenido a partir de nuestros datos y compararlo con el declarado
por el fabricante, ante ello pueden darse dos situaciones:

1.- Si el coeficiente de variacion que hemos obtenido es menor o igual al declarado por el fabricante
hemos verificado la precision en condiciones de repetibilidad y/o precision intralaboratorio desde un punto
de vista estadistico.

CVR (Laboratorio) < CVR (Fabricante) Aceptada
CVWL(Laboratorio) < CVWL (Fabricante) Aceptada

2.- Si el valor que hemos obtenido inicialmente supera al declarado por el fabricante:
- SegUn el modelo 1, nos menciona que aun podemos comparar nuestro coeficiente de variacion con el

limite superior de verificacion (LSV) de la especificacion de desempefio declarada por el fabricante. Si
luego de ello nuestro valor es menor o igual LSV hemos verificado la precision en condiciones de
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b)

repetibilidad y/o precision intralaboratorio desde un punto de vista estadistico, pero si nuestro valor
resulta ser superior al LSV de la especificacién de desempefio declarada por el fabricante, podemos
decir que la verificacion ha sido rechazada desde un punto de vista estadistico.

Nota1: Para el calculo del limite superior de verificacién (LSV) en condiciones de repetibilidad y/o precisién intralaboratorio,
se utiliza la prueba F la cual es tomada de tablas y depende de los grados de libertad y de la cantidad de muestras. Este
factor F es multiplicado por la especificacion del fabricante para repetibilidad y/o precision intermedia obteniendo el LSV.

CVR (Laboratorio) < LSV (Fabricante) Aceptada
CVWL(Laboratorio) < LSV (Fabricante) Aceptada
CVR (Laboratorio) > LSV (Fabricante) Rechazada
CVWL(Laboratorio) > LSV (Fabricante) Rechazada

Segun el modelo 2, podemos decir que la verificacién ha sido rechazada desde un punto de vista
estadistico.

CVR (Laboratorio) > CVR (Fabricante) Rechazada

CVWL(Laboratorio) > CVWL (Fabricante) Rechazada

Acorde a Especificaciones de Desempefio Analitico:

Es fundamental que se defina un requisito de calidad para el procedimiento de andlisis y que se le
asignarle un porcentaje al error aleatorio y otro porcentaje al error sistematico.

Asignarle al error sistematico un 50% del requisito de la calidad y al valor restante dos veces el error
aleatorio es decir un 25% del requisito de la calidad.

Tener presente que muchas veces los requisitos de calidad sélo estan expresados como error total
permitido (TEa) ante ello el coeficiente de variacién en términos de repetibilidad deberé ser % del TEa
definido como aceptable y el coeficiente en términos de precisién intralaboratorio debera ser 1/3 del TEa,
esto es:

CV (repetibilidad) < 0.25 TEa

CV (intralab) <0.33 TEa

Ante ello pueden darse dos situaciones:

1.-

Si el coeficiente de variacién que hemos obtenido es menor o igual al requisito de calidad adoptado

por el laboratorio la precisién en condiciones de repetibilidad y/o precision intralaboratorio ha sido
aceptada desde un punto de vista clinico.

CVR (Laboratorio)
CVWL (Laboratorio)

0.25 TEa Aceptada
0.33 TEa Aceptada

IN|IA
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8.2

8.2.1

8.2.2

2.- Si el coeficiente de variacion que hemos obtenido supera al requisito de calidad que el laboratorio ha
declarado, la precision en condiciones de repetibilidad y/o precision intralaboratorio ha sido rechazada
desde un punto de vista clinico.

CVR (Laboratorio) > 0.25 TEa Rechazada

CVWL(Laboratorio) > 0.33 TEa Rechazada

Veracidad

La verificacién de la veracidad se da en funciéon a demostrar el bias (error sistematico) que alcanza el
laboratorio en el procedimiento evaluado. Por las caracteristicas de trabajo del laboratorio clinico
corresponde la verificacion por estudios de comparacién (comparaciones con muestras de pacientes, por
grupo par y/o programas de evaluacion externa).

Otros protocolos de verificacion de la veracidad son de interés cuando es posible disponer del valor
verdadero del mensurando a través de un valor de referencia (material de referencia certificado) o cuando
se establece el valor de referencia en base a otro método de medicién o mediante la preparacion de una
muestra conocida.

Condiciones Generales:

Es importante la seleccion de materiales a utilizar en el protocolo. Se requieren 02 materiales como
minimo, en este caso se pueden dar dos situaciones:

Muestras para realizar la comparacion de métodos:

1.- Muestras de pacientes en concentraciones criticas de decision médica.
Muestras para evaluar precision y veracidad con los mismos datos:

1.- Materiales de referencia

2.- Muestras con participacion en ensayos de aptitud - PEEC

3.- Controles con participacion en esquemas interlaboratorio

4.- Calibradores

5.- Control de Calidad Interno

6.- Muestras de pacientes con valor obtenido con un procedimiento de referencia.

En caso de emplear materiales de control se recomienda que sean conmutables a la matriz de las
muestras segun el uso previsto.

Para este Ultimo caso es necesario contar con la informacion sobre la estimacién del valor asignado de
los materiales empleados y en ambos casos es muy importante que los materiales escogidos tengan
concentraciones que estén préximas o representen niveles de decision médica.

Procedimiento:

a) Modelo 1: segiin Comparacion de Métodos (descrito por WESTGARD)
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Procedimiento Util para demostrar que el método cumple con lo declarado por el fabricante. Si el método
es nuevo y se va a implementar en el laboratorio, entonces se sugiere aplicar el protocolo CLSI EP9 — A2
“Method Comparison and bias estimation using patient samples”.

« Numero de muestras a analizar:

- Deben seleccionarse entre 20 y 40 muestras de pacientes, que cubra el intervalo reportable del
analisis en estudio, e incluya en lo posible valores cercanos a los niveles de decision médica.

- La calidad de las muestras seleccionadas es mas importante que la cantidad (se prefiere pocas
muestras en concentracién clinicamente relevante a tener muchas muestras agrupadas en
concentraciones sin interés clinico).

- Critico: “Distribucién de las muestras para el procesamiento”. Colocar las muestras en diferentes
posiciones y corridas.

o Duracion del Estudio:

- Minimo 5 dias, éptimo 20 dias.
- 5-8 muestras por dia.

« Estabilidad de las muestras

- Se recomienda no dejar pasar mas de 2 horas para procesar las muestras por ambos métodos.

- La estabilidad del analito en la muestra puede ser una limitante; al correr muestras previamente
refrigeradas o congeladas, estas se deben correr en un tiempo no mayor a 02 horas después de ser
temperadas.

- Evaluar las muestras por ambos métodos, de prueba y comparacion (método de referencia, cuando
sea posible).

- Correr las muestras por duplicado (se verifica la validez de las mediciones); en caso no se realice,
verificar los pares de datos al momento que son obtenidos.

- Calcular las diferencias entre los métodos (bi), completar la siguiente tabla.

Nimero | Resultade Resultade T =2 | a ol (ochi—mBY
Di de método de métodode | 01| bi=b [Bi=b) obil %bi-Y%b| | Yobi —%b)
| muestra pruaba comparacion
Donde:

bi: Sesgo individual de la muestra en unidades convencionales (resultado del método de prueba -
resultado del método de comparacion)

b: Promedio de las diferencias es el sesgo, expresado en unidades convencionales, este representa la
diferencia promedio entre los métodos y se obtiene a través de la siguiente formula:

%bi : Porcentaje del sesgo b= ='T individual de la muestra [(bi * 100)/resultado del
método de comparacion]
%b: Sesgo en porcentaje > %%obi

Yob = <=1
M
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Resultados del Método Evaluados

« Andlisis Grafico:

- Graficar los resultados del método de prueba y comparacién en los ejes Y y X, respectivamente. Se

observa la dispersién de puntos alrededor de la linea de tendencia central.

- Tabule los resultados aplicar una prueba “t" y regresion lineal (para obtener el coeficiente de

correlacion).

- A menor error estandar de la estimacion (SEE) mejor correlacionan los métodos. Si el desvio estandar
de ambos métodos es idéntico, el SEE sera aproximadamente 1,4 veces el desvio estandar tipico.

- Si la regresion lineal brinda una estimaciéon de error confiable, inspeccione el grafico y revise el
coeficiente de correlacion (debe ser > 0,99).

- Estime el error sistematico a partir de la ecuacion:

ES = (a + bXc) - Xc

Donde;
“a”: Es la intersecciébnen Y

“b”: Es la pendiente
Grifica de Comparacion

Resultados del Método Evaluado

Grafica de Error Sistematico Proporcional

' Proportional
7’ systematic
, error

Resultados del Método de Comparacion

- Asimismo, si el analisis lo requiere (regre

Deming y/o Passing Bablock
« Grafico de Diferencias

Resultados del Método de Comparacion

“Xc“: Concentracion

Grafica de Error Sistematico Constante

Random
error

Constant |
systematic
error )

Resultados del Método Evaluados
N\

Resultados del Método de Comparacion

10 paramétrica) se pueden aplicar las regresiones tipo
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- Graficar la diferencia de los valores en ambos métodos (empleando bi o puede usar %bi, lo mas
comun es el primero), se colocan en Y, mientras los valores del método de comparacioén sobre X,

como se muestra en la figura.

Grafica de Diferencias

Y
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0% o O 00

Linea de diferencias nulas

Datos del método de comparacion
- Las diferencias deben aproximarse a la “linea de diferencias nulas”, en la misma proporcién por
encima y por debajo de la linea.

o Criterios de Aceptabilidad

- Si la diferencia en ambos métodos es pequefia, se asume que tienen relativamente la misma

veracidad.

- Sila diferencia es grande y médicamente inaceptable, entonces es necesario aplicar experimentos de

recuperacion e interferencias.

- El bias porcentual debe ser menor igual al 50% de requisito de calidad.

(ver item 5 definiciones).

b) Modelo 2: segiin Protocolo CLSI EP 15 A3 “Verificacion por el usuario de la precisién y

estimacion del sesgo”

Se recomienda utilizar los resultados obtenidos en el protocolo de verificacion de la precision (procesar
cada material de control por quintuplicado, durante cinco dias).

« Aspectos criticos en la seleccion de los materiales:

- Concentraciones preferentemente proximas a los niveles de decisién médica o limites de referencia o,

simplemente caer en regiones de normal y patologico.

- Que tan confiable es la asignacion del valor verdadero del material empleado, buscar el material
con menor incertidumbre (se rw) asociada a la asignacién del valor verdadero

Material Valor Evaluado *Serm

Material de referencia (IFCC, NIST, Valor asignado en el certificado U/k, uc, IC (99 - 95%)
JCTLM).
Materiales de control interno con Media acumulada del grupo par de comparacién | SDg/~Ng
participacién en programa
interlaboratorio
Materiales de programas de evaluacion | Valor asignado a la encuesta. Usualmente, SDg/~Ng
externa de la calidad o pruebas de media del grupo par de comparacion
aptitud (EQA/PT).
Materiales comerciales de control Valor asignado en el inserto Cero (0)
interno
*El valor evaluado tiene una incertidumbre asociada (serwm) al valor verdadero

U : Incertidumbre expandida; k: Factor cobertura; uc: Incertidumbre combinada; IC: Intervalo de

confianza

TODA COPIA EN PAPEL ES UN DOCUMENTO NO CONTROLADO




Documento electrénico firmado digitalmente en el marco de la Ley N° 27269, Ley de Firmas y Certificados Digitales, su Reglamento y modificatorias. La integridad del documento y la autoria de la(s)

firma(s) pueden ser verificadas en: https://apps.firmaperu.gob.pe/web/validador.xhtml

& DIRECTRIZ PARA LA VERIFICACION DE LOS Codigo : DA-acr-21D
INACAL PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS CUANTITATIVOS EN LOS Version : 02
it Nocon LABORATORIOS CLINICOS ersion : 22
fereditacien Pagina : 20 de 90
SDg : Desvio estandar del grupo par de comparacion
Ng : Cantidad de participantes del grupo par de comparacién

A partir de los 25 datos del protocolo EP15 — A3, se calcula la media y su error estandar (se )

1 5 nRep — 1y , ]
€z _\/ nRim [S“'I B ( nRep )SR
Donde:

Sw.:  desviacion estandar en condiciones de precision intralaboratorio.
Sk desviacién estandar en condiciones de repetibilidad

nRun: Numero de corridas

nRep: Numero de replicados por dia

Férmula Alternativa:
Si se conocen Swy y los grados de libertad para la media (df x), se puede calcular se x, con la siguiente

férmula. -
se-=s. [+ dfz+1

El laboratorio debe evaluar la veracidad estadistica, la consistencia de los datos y la veracidad
clinica.

Veracidad Estadistica
+ Obtener la mejor estimacion del valor verdadero de la muestra o valor evaluado (TV, true value).

« Estimar intervalo de verificacion (V) para el valor evaluado.
Intervalo Verificacion 95% (IV gs%) = TV +/-t * se ¢

- f 2 2
sec = 56‘; + SGRM
Donde;

TV:  Valor evaluado o mejor estimacién del valor verdadero de la muestra.
t Student 95%; dfc (grados de libertad combinados)
se ¢ Error estandar combinado

 Verificar si la media del laboratorio esta incluida dentro del intervalo de verificacion al 95% del TV.

Media del Laboratorio Verificacion Estadistica de la Veracidad
Dentro del IV ¢5% Aceptada
Fuera del IV ¢5% Rechazada

Consistencia de datos:
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Para demostrar que el experimento tiene suficiente precisién y numero de repeticiones para detectar el

sesgo clinicamente significativo se debe considerar:

v' Estimar la incertidumbre combinada expandida (IV / 2), que se obtiene del intervalo de verificacion
hallado para la veracidad estadistica dividiéndolo entre 2.

v’ Estimar el sesgo maximo permitido considerando el 50% del requisito de calidad expresado en
unidades de concentracién (ESa c).

v" Verificar que la incertidumbre combinada expandida no supere al sesgo méximo permitido (ESa c).

IV 959/ 2 El experimento...
<ESac Detecta sesgo clinicamente significativo
>ESac No detecta sesgo clinicamente significativo

Veracidad Clinica

 Estimar el sesgo del procedimiento de medida en unidades de concentracion.
Sesgo ¢ = Media - Valor evaluado
+ Comparar el sesgo con Error Sistematico permitido en unidades de concentracién (ESa)

Sesgo Evaluacion del Sesgo
<ESac Sesgo clinicamente no significativo
>ESac Sesgo clinicamente significativo

Criterios de Aceptabilidad

Criterio Veracidad Consistencia de Veracidad
Estadistica los datos Clinica
Verificacion Aceptada Aceptada Aceptada Aceptada
Verificacion Aceptada Rechazada Aceptada Aceptada
Verificacion Rechazada Aceptada Aceptada Rechazada
Verificacion Rechazada Rechazada Rechazada Rechazada

¢) Modelo 3: seguin Participacion en Comparaciones Interlaboratorio

Es preferible realizar una verificacién de la veracidad empleando comparaciones interlaboratorio para
demostrar que la veracidad de la medicion obtenida en el laboratorio se desempefia similarmente en otros
laboratorios empleando el mismo método; para ello se emplea materiales de control utilizados con un
valor asignado por consenso (esquemas interlaboratorio, ensayos de aptitud y programas de evaluacién
externa de la calidad).

Al implementar un nuevo método en el laboratorio, no debe ser en base en los resultados de programas
interlaboratorio, se sugiere aplicar el procedimiento de la guia CLSI EP9-A2 “Method comparison and bias
estimation using patient samples”.

v Esquemas Interlaboratorio:

Los criterios de aceptabilidad para los procedimientos a verificar deben mostrar consistencia en al
menos los ultimos seis meses en la participacion y en los resultados de programas interlaboratorio.

v Ensayos de Aptitud (EQA/PEEC):

Si las evaluaciones en los ensayos de aptitud fueran bi, tri o cuatrimestral, entonces se debe demostrar
consistencia en, al menos los ultimos doce meses tanto en la participacion como en los resultados de
programas. Los resultados expresados en indice de desviacion no seran en promedio mayores de 1,0 y
los resultados expresados en puntuacién del indice de varianza no seran en promedio mayores a 100%,
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8.3

8.3.1

considerando en ambos indicadores valores absolutos. Lo anterior debera ser corroborado por el experto
técnico al evaluar el proceso.

Es requisito indispensable que el analisis a evaluar se pruebe en, por lo menos, dos niveles de
concentracion del intervalo de medicion del método. Lo mas conveniente es, con tres niveles de
concentracion. Asi mismo, seria Optimo contar con valores de exactitud de medicién o veracidad
correspondientes a niveles de decision clinica.

Linealidad

La linealidad esta definida como la capacidad de un método (dentro de un rango dado) para proporcionar
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) del anélito en la muestra.
Los fabricantes establecen especificaciones para la linealidad colocando los limites inferior y superior del
rango reportable en los insertos 0 manuales.

Es muy importante verificar estas especificaciones declaradas por los fabricantes, particularmente cuando
se asume que un método es lineal y se utiliza una “calibracién de dos puntos”. En analizadores
automaticos, se utiliza comunmente una “calibracion de dos puntos”, tipicamente, un calibrador provee un
“punto cero” y el otro un “punto de referencia”.

Nota: La “calibracién de puntos multiples” se requiere para métodos que no generan una respuesta lineal
(por ej., métodos de inmunoensayo) y usualmente involucra analizar de tres a cinco (o incluso mas)
calibradores y utilizar una rutina de ajuste de curvas para establecer la funcién de calibracién.

El laboratorio debe evaluar la linealidad de un procedimiento de andlisis considerando lo siguiente:
Condiciones Generales para evaluar la linealidad:

a) Periodo de Familiarizacion del Dispositivo

El personal de laboratorio que realiza el procedimiento analitico debe estar familiarizado con el
funcionamiento del equipo, asegurarse de que esta bajo control y correctamente calibrado y que las
muestras se preparan adecuadamente. Los programas de capacitacion del fabricante son una parte util
del periodo de familiarizacion. El equipo debe configurarse y operarse en el laboratorio el tiempo
suficiente para garantizar que el personal del laboratorio comprenda el procedimiento necesario para una
operacion adecuada.

b) Duracion del Protocolo

El protocolo completo de recopilacion de datos debe tener lugar en un intervalo de tiempo tan corto como
sea posible una vez que se haya completado el periodo de familiarizacién del dispositivo. Idealmente
todos los resultados para un solo analito se obtendran el mismo dia.

¢) Condiciones de evaluacion del Protocolo

El experimento de linealidad involucra una serie de muestras de concentraciones conocidas (valores
asignados) o una serie de diluciones conocidas de un espécimen de muy alta concentracién o un pool de
pacientes. En todas las situaciones, la secuencia de procesamiento debe ser aleatoria.

d) Requerimiento de muestras
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El experimento de rango lineal requiere suficiente muestra de cada analito para preparar las diluciones y
realizar los replicados. El volumen de diluciones a preparar puede variar segun la cantidad de aspiracion
en los analizadores.

Los laboratorios que necesiten verificar el rango lineal deben usar de 5 a 7 concentraciones elegidas a lo
largo del rango lineal establecido y deben probar como minimo 3 réplicas en cada nivel.

Cinco puntos son el nimero minimo para describir confiablemente el rango lineal y usar el método
polinomial. Mas puntos proporcionaran una descripcién mas exacta de la linealidad y permitiran un rango
lineal mas amplio, en caso de que los puntos deban borrarse.

Se recomienda que los niveles intermedios de concentracion igualmente espaciados se preparen con
precisidn mezclando proporcionalmente los grupos alto y bajo.

e)

Efecto Matriz

Las muestras utilizadas para determinar el rango lineal del analisis deben ser similares a las muestras
que se utilizaran en los andlisis clinicos. Todas las muestras deben estar libres de interferencias
conocidas identificadas por las instrucciones del método (como la que se puede observar con ictericia,
hemdlisis o lipemia). Si no se puede cumplir esta condicion, el informe final debe indicar cualquier
tratamiento de muestra o tipo de matriz utilizado en la evaluacion.

f)

Muestras para evaluar la linealidad:

Es importante la seleccion de las muestras que vamos a utilizar para llevar a cabo el protocolo. Se

1.-
2.-
3.-
4.-
5.-
6.-
7.-
8.-

9)

necesitan dos muestras como minimo, en este caso se pueden dar las situaciones:

Pool de muestras de pacientes.

Pool de muestra de paciente diluido con diluyente recomendado
Pool de muestra de paciente suplementado con analito

Pool diluido con material de baja concentracion o pool tratado
Material comercial de Control o Calibradores

Pool diluido con solucion salina u otro diluyente recomendado
Material de control comercial subdiluido/sobrediluido

Material acuoso

Secuencia analitica:

La secuencia de procesamiento de muestras debe ser aleatoria. Si hay un arrastre significativo o deriva,
el experimento puede verse comprometido.

h)

Rango Analitico:

Los niveles de concentracion elegidos para la medicién deben abarcar o ser iguales a los valores minimos
y maximos que se especifican en las declaraciones de desempefio.

8.3.2 Procedimiento:

a)

1.

Modelo 1: Segtn lo declarado por Westgard

Declara que la CLSI recomienda un minimo de 4 diluciones, pero es preferible trabajar con 5
concentraciones diferentes.
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2. Los materiales a emplear pueden ser:

a.
b.
C.
d.

Material de referencia certificado.

Calibradores con valores asignados.

Suero control bajo y alto.

Muestra de paciente de concentracion baja y alta.

3. Se procesa un minimo de 3 replicados para cada dilucion.

4. Se realiza el procedimiento para la preparacién de las diluciones; se recomienda que la matriz sea
preferentemente suero humano para evaluar comportamiento lineal de la prueba.

Nota.-

Muestra 1. (M+) concentracion baja preferentemente cercana a cero.

Namero de Proporcién en Proporcion en
dilucion volumen de la volumen de la
muestra 1 muestra 2

1 Usar sin diluir 0

2 3 1

3 2 2

4 1 3
5 0 Usar sin diluir

Muestra 2. (M) concentracion alta.

Es importante preparar un volumen minimo por dilucion que garantice realizar las réplicas

programadas y el volumen muerto.

Obtener la media de las réplicas y construir las graficas considerando la media aritmética de las

réplicas en el eje Y (ordenadas) y en el eje X el valor asignado o dilucion.

Calcula la ecuacién de la recta para los puntos dados, asi como el coeficiente de correlacion. La
gréfica resultante debera ser lineal, con un coeficiente de correlacion de por lo menos 0.99. La gréfica

y la obtencidn de la ecuacion se puede realizar empleando el excel.
Asi mismo con los datos obtenidos se calcula el sesgo y % Error.

% Error en cada dilucion:

N°de | Mediadelas | Valortedricoo | % Error en cada
Dilucidn | réplicas (y) asignado (x) dilucibn
1
2
3
4
5

Iedia réplica (y) - Valorteonico (x) ™ 100

9. Criterios de Aceptabilidad:

El laboratorio debe calcular la pendiente y la ordenada al origen; y el coeficiente de correlacion debe
ser de por lo menos 0.99. Asimismo, se compara el sesgo %para cada dilucién con el error maximo

Valortedrico (x)
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b)

e

2.1

permitido para la prueba de acuerdo con la informacién del fabricante o los requisitos de calidad
establecidos por el laboratorio y se toma la decision de aceptar o rechazar.

Modelo 2: Segin lo declarado por la Guia del CLSI EP6-A:
Preparacion de la muestra y valor asignado:

Para la preparacion de las diluciones se deben tener 2 muestras (uno de alta y uno de baja
concentracion), cada uno en una matriz aceptable en volumenes suficientes para todo el experimento.
El volumen requerido de cada grupo dependera del requisito de volumen del analisis. Se debe tener
cuidado de utilizar la técnica de pipeteo mas precisa disponible.

La muestra de la concentraciéon més baja se codifica como Pool N° 1y la concentracion mas alta se
codifica como Pool N° 5.

Los pooles de concentraciones intermedias seran diluciones que pueden estar relacionadas con el
pool mas alto y mas bajo. Un método conveniente para hacer el pool intermedio es el siguiente:

v Pool 2: Mezclar tres partes del Pool N° 1y una parte del Pool N° 5
v Pool 3: Mezclar dos partes del Pool N° 1'y dos partes del Pool N° 5
v Pool 4: Mezclar una parte del Pool N° 1y tres partes del Pool N° 5

Dilucion Muestras

Pool N° 1 Concentracién baja [ B]
Pool N° 2 0.75[B] +0.25[A]
Pool N° 3 0.50 [ B] +0.50 [ A]
Pool N° 4 0.25[B]+0.75[A]
Pool N° 5 Concentracion alta [ A]

La concentracion de cada pool se calcula considerando lo siguiente, la concentracion del pool 1 es C1'y
el volumen es V1: Concentration = (C1+V1 + C5+V5) / (V1+V5)

Tener cuidado en la preparacion y proteger del deterioro o evaporacion.

Test Outlier: Identificacién de valores atipicos ya sea de manera visual en la gréfica de los datos
obtenidos o de manera estadistica (test de Grubb’s o Dixon), si un dato es considerado outlier podria
eliminarse y no requerirse reemplazo si es mas de un dato se debe evaluar el caso e identificar la causa
y eliminarla.

Determinacion del Rango Lineal y uso de Herramientas Estadisticas

Para la evaluacion de la linealidad se aplican herramientas que permitan evaluar si existe linealidad en
el método vy si la curva generada es lineal o si se ajusta a otro tipo de ecuacion como el método
polinomial que evalua la no linealidad: esta es la razon para usar polinomios.

Ecuaciones de Regresion Polinomial.

El modelo de primer orden o ecuacién lineal:
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2.3

b.

Es el modelo mas usado y mas simple, se encuentra la recta que se ajuste a una serie de puntos
experimentales donde cada dilucién es definida por una variable X (variable independiente) y una
variable Y (variable dependiente) que corresponde a la media de las réplicas de cada dilucion.

En este modelo obtendremos la pendiente y el intercepto y a partir de ellos el coeficiente de regresion
lineal (b1) que no es de interés ya que la ecuacion describe una linea recta.

y=b,+hx

El modelo de segundo orden:

Es un modelo en la cual se observa una respuesta curva por una tendencia a recuperar mas alto o mas
bajo. .

El modelo de ecuacion de segundo orden es: y=by+bx+hyx

El modelo de tercer orden:

Es un modelo que describe una respuesta sigmoide o en forma de S, es variable la concentracién y no
hay un comportamiento definido. o

El modelo de ecuacion de tercer orden es: y=by+bx+bx +hx

El error estandar de la regresion (S y.x)

El célculo de este valor permite identificar el mejor modelo de datos, que permite elegir entre el
polinomio de segundo o tercer orden con el mejor ajuste, el mejor modelo sera el que tiene el valor de S
y.x mas bajo. Esto se obtiene

(Syx) = VX (Y°-Y)2 /n-2
Dénde:  Y° es la media de cada replica.
Yn es el valor previsto para cada modelo de regresion.

n-2 es el numero de diluciones menos 2

Esta estadistica es una medida de la diferencia entre los resultados medidos y el modelo, por lo que el
modelo con el valor mas bajo de S y.x proporciona el mejor ajuste para los datos.

4, Criterio de Aceptabilidad mediante Calculo de la Desviacion de la Linealidad (DLi):

a.

Se calcula el DLi que es la diferencia entre el modelo de segundo orden (cuadratico) o tercer orden
(cubico) y el primer orden (lineal), en cada nivel de concentracion, la diferencia se puede expresar en
unidades del analito o en porcentajes.

El calculo se obtiene de la siguiente manera:

DL, = p(x,)- (b, +b,x,)

Dénde: p(x1): Es el valor de la ecuacion de segundo o tercer orden
Do +bixi Es el valor de la ecuacion de primer orden
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c. Examine la DLi en cada nivel y comparelo con los criterios de error establecidos en cada nivel. Si cada
DLi es menor que el criterio, entonces, aunque se ha detectado no linealidad estadisticamente
significativa, no es importante ya que la cantidad de error no lineal se encuentra dentro del objetivo. Si
cualquier DLi excede el criterio, existe un posible problema con la No Linealidad en ese nivel. Hay dos
enfoques para este problema:

v"Intente encontrar el motivo de la no linealidad (preparacion de la muestra, interferencia, calibracion del
equipo, etc.) y eliminelo. Puede contactar al representante de su equipo o instrumento para obtener
ayuda con esta investigacion.

v Examine la grafica de la respuesta frente a la concentracion y determine si la no linealidad se encuentra
en cualquier extremo del rango de concentraciones o en el medio del rango. Si la concentracion no
lineal estd en cualquier extremo, una opcién es eliminar el punto donde DLi era demasiado grande y
volver a ejecutar el analisis estadistico. Esto, por supuesto, reducira el rango lineal.

d. Establecimiento de los criterios de aceptabilidad en términos de error maximo permitido.
Estas pueden ser tomada de:
- Fuentes internacionales.
- Inserto del fabricante.
- La meta de linealidad para el sesgo maximo permitido.

8.4 Estudios de Limites Inferiores

El estudio de los limites inferiores es critico cuando se requiere la deteccion de cantidades extremadamente
pequefias de mensurando para definir el estado de una enfermedad; el tamizaje para la presencia de una
enfermedad, la exposicion significativa a una sustancia, o revelar la presencia o0 ausencia de elementos tales
como toxinas, carcinégenos, contaminantes, agentes infecciosos y drogas. El conocimiento de estos
estimados es también importante en los procedimientos de medicion de laboratorio que cuantifican niveles
circulantes de marcadores tumorales, hormonas, drogas terapéuticas, agentes de enfermedades infecciosas
y otros biomarcadores para los cuales los resultados bajos separan a los sujetos en diferentes categorias de
enfermedad o exposicion.

Dentro de los ejemplos mas conocidos en los que es importante el estudio de limites inferiores como el limite
de cuantificacion (LoQ), por su notable valor en la discriminacion de condiciones clinicas en valores de
concentracion bajos se encuentran la Troponina (I o T), Estradiol, Tiroglobulina, PSA, TSH, entre otros. Para
parametros hematoldgicos como Plaquetas y Leucocitos, también es importante la verificacion del LoQ y en
lo posible el limite blanco (LoB) y limite de deteccion (LoD).

Graficamente los tres niveles inferiores pueden representarse de la siguiente forma:
LoB: Limite de Blanco

LoD: Limite de Deteccidn

LoQ: Limite de Cuantificacién
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8.4.1

Criterios para la Seleccion de las Muestras:
Las mediciones pueden ser obtenidas de mdiltiples fuentes incluyendo:

- Blancos independientes.

- Muestras de nivel bajo o de mezclas (pool) de muestras que permitan estimar valores
contando con la variabilidad de la matriz entre las muestras.

- Muestras nativas de pacientes (blanco y nivel bajo).

En la medida de lo posible las muestras blanco y de nivel bajo deberian reflejar un rendimiento
consistente con las muestras nativas de pacientes. Es aceptable diluir o0 mezclar muestras para
proporcionar otras que se ajusten al nivel bajo deseado del mensurando, siempre que dichas muestras se
comporten de forma similar a las muestras nativas de pacientes en los procedimientos de medicion.
Muestras libres de anélito tales como agua, solucién salina o soluciones de proteinas pueden ser
empleadas como blanco de muestras en los casos en que se haya demostrado que tienen un desempefio
similar al de las muestras de pacientes a través de estudios de linealidad, recuperacion y/o otro que se
considere apropiado.

Las muestras a seleccionar como “Blanco” incluyen, por ejemplo, segun el empleo del area al cual estén
destinadas, muestras séricas libres de drogas si se usan en toxicologia, muestras libres de las
bacterias/virus a determinarse en las pruebas moleculares, muestras de pacientes suprimidos
farmacol6gicamente para la determinacion de hormonas y muestras de pacientes sin enfermedad para el
caso de marcadores tumorales.

Verificacion del LoB (Limite de Blanco) declarado por fabricante:
El disefio experimental requiere minimamente de los siguientes elementos:

Un lote de reactivo

Un instrumento o sistema analitico
Duracion de tres dias

Dos muestras blanco

Cuatro replicados por muestra por dia
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Pasos para realizar la Verificacion del LoB:

1.

El procedimiento consiste en calcular el porcentaje de resultados de muestras blanco que sean
menores 0 iguales al LoB declarado por el fabricante (informacion declarada en el inserto de no
encontrarse solicitarlo al fabricante).

El porcentaje hallado se compara con el valor limite de proporcién observados de la tabla N°1, se
emplea la fila superior mas cercana al nimero total de mediciones en el estudio si es que no se
encuentra un valor exacto al de la tabla.

Si el porcentaje es menor que el valor correspondiente de la tabla N°1, la verificacion no fue
satisfactoria (se debe revisar el procedimiento por posibles errores, asi como las causas
potenciales de fallas en la evaluacién para luego contactar al fabricante o a su representante para
asistencia técnica). Dependiendo del resultado obtenido, se debe hacer un nuevo estudio de
verificacion o establecer una nueva declaracién de LoB empleando un protocolo de validacién (no
detallado en el presente documento).

Tabla N°1: Limites de Proporciones Observadas para Resultados Relacionadas a las Declaraciones de
Capacidad de Deteccion de los Fabricantes (a=0.05 6 § = 0.05).

NUmero Total de Mediciones en el Estudio (N) Limites de Proporcién Observados
20 85%
30 87%
40 88%
50 88%
60 90%
70 90%
80 90%
90 91%
100 91%
150 92%
200 92%
250 92%
300 93%
400 93%
500 93%

1000 94%

8.4.2 Verificacion del LoD (Limite de Deteccion) declarado por fabricante:

El disefio experimental requiere minimamente de los siguientes elementos:

Un lote de reactivo

Un instrumento o sistema analitico

Duracion de tres dias

Dos muestras en la concentracion LoD declarada del mensurando
Cuatro replicados por muestra por dia

Pasos para realizar la Verificacién del LoD:
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El procedimiento consiste en calcular el porcentaje de resultados de muestras de nivel bajo que
son iguales o exceden el valor del LoB declarado por el fabricante (informacion declarada en el
inserto por lo general como sensibilidad Analitica).

El porcentaje hallado se compara con el valor limite de proporcién observados de la tabla N°1, se
emplea la fila superior mas cercana al nimero total de mediciones en el estudio si es que no se
encuentra un valor exacto al de la tabla.

Si el porcentaje es igual o mayor que el valor correspondiente de la tabla N°1, la verificacion es
satisfactoria y la declaracion del fabricante ha sido verificada. Si es menor, se debe revisar el
procedimiento por posibles errores, asi como las causas potenciales de fallas en la evaluacién
para luego contactar al fabricante o a su representante para asistencia técnica. Dependiendo del
resultado obtenido, se debe hacer un nuevo estudio de verificacion o establecer una nueva
declaraciéon de LoD empleando un protocolo de validaciéon (no detallado en el presente
documento).

8.4.3 Verificacion del LoQ (Limite de Cuantificacion) declarado por fabricante:

El estudio del Limite de Cuantificacién (LoQ) puede realizarse mediante dos disefios experimentales de
acuerdo al limite de referencia declarado (por el fabricante o por una necesidad clinica) contra el cual
tendremos que verificar el desempefio.

8.4.3.1 Disefio Experimental en base a ERROR TOTAL requiere minimamente de los siguientes elementos:

Un lote de reactivo

Un instrumento o sistema analitico

Duracion de tres dias

Cinco muestras en la concentracion LoQ declarada del andlisis
Tres replicados por muestra por dia

Pasos para realizar la Verificacion del LoQ:

1.

Identificar valores aberrantes durante el estudio (referirse al capitulo de Verificacion de la
Precision). Dichos valores deben ser investigados en sus causas y reemplazados mediante la
obtenciéon de nuevos valores el mismo dia de su corrida. El méximo permisible de valores
aberrantes es dos, teniendo que repetirse el estudio si se encuentran mas.

Para cada muestra debe calcularse el rango de error permitido alrededor del valor objetivo (por
ejemplo, si el Objetivo de Desempefio Analitico es 15%, el rango de error debe ser + - 15%
alrededor del valor objetivo.

Contar el nimero de muestras que estan dentro del rango de error permitido y calcular su
porcentaje comparandolo con el valor limite de proporcidn observados de la tabla N°1, se emplea
la fila superior méas cercana al nimero total de mediciones en el estudio si es que no se encuentra
un valor exacto al de la tabla.

Si el porcentaje es igual o mayor al valor correspondiente de la tabla N°1, la verificacion fue
satisfactoria y el Limite de Cuantificacion declarado es tomado como verificado. Si el porcentaje
es menor se debe revisar el procedimiento por posibles errores, asi como las causas potenciales
de fallas en la evaluacion para luego contactar al fabricante 0 a su representante para asistencia
técnica. Dependiendo del resultado obtenido, se debe hacer un nuevo estudio de verificacion o
establecer una nueva declaracion de LoQ empleando un protocolo de validacion (no detallado en
el presente documento).
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8.5

8.4.3.2 Disefio Experimental en base a SENSIBILIDAD FUNCIONAL requiere minimamente de los siguientes
elementos:

Un lote de reactivo

Un instrumento o sistema analitico

Duracion de veinte dias

Seis muestras con concentraciones que crucen el LoQ declarada del mensurando
Un replicado por muestra por dia

El procedimiento consiste en verificar que el Coeficiente de Variacion (CV%) calculado durante el
experimento en el nivel de concentracion declarado del LoQ sea igual o menor al LoQ declarado
por el fabricante. Cabe indicar que esta declaracion es dependiente de cada mensurando y no
es un CV% fijo el que se confronta. Como un par de ejemplos en la rutina diaria la Sensibilidad
Funcional usualmente declarada por el fabricante alineados a organismos médicos para el PSA
es aquella concentracion donde el mensurando se puede cuantificar con 20% de CV% vy en el
caso de la Troponina se declara dicha concentracion donde se cuantifica con un 10% de CV%.

Luego del dia 20 de estudio se cuantifican las métricas siguientes de todas las muestras
investigadas: Promedio, Desviacion Estandar y Coeficiente de Variacidn (CV%).

Si el CV% correspondiente al valor de concentracidn elaborado para alcanzar la concentracion
declarada por el fabricante es menor o igual al CV% esperado, la verificacion es satisfactoria. Si
el CV% es mayor se debe revisar el procedimiento por posibles errores, asi como las causas
potenciales de fallas en la evaluacién para luego contactar al fabricante 0 a su representante
para asistencia técnica. Dependiendo del resultado obtenido, se debe hacer un nuevo estudio
de verificacién o establecer una nueva declaracién de LoQ empleando un protocolo de validacion
(no detallado en el presente documento).

Intervalos de Referencia

Los Intervalos de referencia (IR) de una magnitud biologica dependen del procedimiento empleado para la medida
de la misma, no todos los procedimientos de medida de que se dispone para medir una magnitud estan sometidos
a la misma variabilidad metrolégica, por lo que la mayoria de los procedimientos de medida conducen a resultados
diferentes entre si. Los reactivos, controles, calibradores, etc., adquiridos por un laboratorio clinico, pueden haber
sido desarrollados y producidos en otro pais, con otro tipo de poblacion, habitos y costumbres. Es por ello, que el
intervalo de referencia sugerido por el proveedor no es mas que una guia.

No hay una frecuencia definida para verificar los Valores de Referencia Bildgicos, pero se debe considerar cuando:

v

v

v

El laboratorio observa tendencias en los resultados de pacientes que estén fuera de los rangos proporcionados
por el fabricante.

Al instaurar un nuevo analisis o al introducir un procedimiento de medida nuevo con caracteristicas
metroldgicas o diagnésticas distintas.

Para verificar o comprobar los valores de referencia ya transferidos o adoptados en el laboratorio.

Hay 3 posibles escenarios a considerar cuando se evalla el establecimiento de intervalos de referencia bioldgicos

en el laboratorio:

1. Verificacion de los valores de referencia biolégicos
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2. Transferencia de los valores de referencia biologicos
3. Estimacion de los Valores de referencia bioldgicos

1. Verificacion de valores de referencia:

o Requisitos:
- Evidencia de las variables demogréficas (edad, genero, raza) de la poblacion inicial del estudio y
ubicaciones geograficas.
- Conocer el método de estimacion del intervalo de referencia previamente establecido (mismo sistema de
medicion y cumple las especificaciones de calidad).

e Procedimiento:
- Se necesitan 20 individuos sanos
- Se procesa las muestras.
- Se evallan posibles aberrantes.
- Se evallan los resultados

o (Criterio:
- Si no mas de 2 valores caen fuera del intervalo propuesto, el IR se considera verificado para el
Laboratorio.
- Si 5 0 mas valores caen fuera del intervalo propuesto, el Laboratorio deberia considerar determinar su
propio IR.

- Si 3 04 valores caen fuera del intervalo propuesto, evaluar otros 20 individuos; con 40 resultados, Si no
mas de 2 valores de los Ultimos 20 datos caen fuera del intervalo propuesto, El IR se considera verificado
para el Laboratorio.

2. Transferencia de valores de referencia.

Se debe realizar cuando el laboratorio ha estimado un Intervalo de referencia para su poblacién, el cual puede
transferirse a otros sistemas analiticos utilizando un protocolo de comparacion de métodos.

¢ Requisitos:
- Valores originales obtenidos segun protocolo CLSI EP28.
- Poblaciones de caracteristicas similares.
- No existen diferencias pre analiticas.
- Los dos laboratorios utilizan el mismo sistema de medida (ambos han de ser verificados y cumplir las
especificaciones de calidad) o de caracteristicas metrolégicas apropiadas que permiten la transferencia.

e Procedimiento:
- Realizar protocolo de comparacion de métodos, donde el método de referencia es X y el método a
evaluares Y.
- Obtener la ecuacion de la recta (pendiente, intercepto).
- Y=AX+B A: Pendiente  B: Intercepto
- Reemplazar el valor inferior y valor superior del Intervalo de Referencia actual en la variable X de la
ecuacion y hacer el célculo de Y.

o Criterio:
- Siel valor inferior y superior de Y estan dentro del intervalo de referencia actual, aplica la “Transferencia”.
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Si el valor inferior y superior de Y, no estan dentro del intervalo de referencia actual, no aplica la
Transferencia.

Nota: En caso de no aplicar, se recomienda estimar el Intervalo de Referencia Bioldgicos.

3. Estimacion del Intervalo de Valores de Referencia:

Requisitos:

Disponer de un procedimiento de medida verificado.

Disponer de un procedimiento de obtencion, traslado y manipulacién de especimenes estandarizado.
Conocer los factores de variabilidad biolégica que permitiran definir inicialmente los criterios de exclusion
y particion.

Definicion de la poblacion de referencia y seleccion de individuos de referencia: Es la parte mas critica del
proceso.

Procedimiento:

Seleccion de Poblacién e individuos de referencia:

Para seleccionar los individuos de referencia es necesario que previamente se haya definido la poblacién
de referencia de forma inequivoca. Especificar el estado de salud y las propiedades biolégicas que mas
suelen influir en los valores de referencia, como el sexo, la edad o la raza, que podran dar lugarono a la
divisién de la poblacion de referencia.

Utilizar: Cuestionario de salud, historia clinica, exploraciéon fisica, pruebas laboratorio. Criterios de
exclusion.

3.1 Criterios de exclusion:

Especificar cuales son los criterios que se seguiran para excluir a un posible individuo de referencia.

Los criterios de exclusién mas frecuentes, aunque, légicamente, no son los mismos para todas las
magnitudes bioldgicas son: enfermedades antiguas o recientes, embarazo, lactancia, ingesta de alcohol,
tabaquismo, ingesta de medicamentos, ingesta de drogas, intoxicacion laboral subclinica, hipertension,
dietas especiales, obesidad, ingesta reciente de alimentos, ejercicio intenso reciente.

3.2 Criterios de particion:

Los criterios de particion permiten la seleccién de individuos de referencia que formen grupos
homogéneos, es decir, grupos en los que la variabilidad bioldgica interindividual sea la menor posible.

El conocimiento de la variabilidad biolégica permite establecer los criterios iniciales de particion (o
estratificacion) en grupos biolégicamente homogéneos.

Los factores que deben tenerse en cuenta son aquellos factores de variacion de los que se sabe por la
bibliografia que son lo suficientemente importantes como para dar lugar a particiones (o estratificaciones).

Consistencia de la particion:
Utilizar el método estadistico de Harris y Boyd.

Procedimiento:

1. Tener 2 grupos de valores de referencia con el mismo numero de datos, con un n de 60 a mas:
2. Calcular la media de cada grupo de datos (X1, Xz)

3. Calcula la DS de cada grupo de datos (S1, Sy)

4. Numero de datos de cada grupo (ni, n2)
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5. Utilizar la formula de Harris y Boyd para calcular z: de significancia estadistica

X, - X,
o 5 5 1/2
S S
n, n>
6. Calcular el z tedrico (z*): Z*=3. (n/120)"2

7. Compararel zvs z*

8.  Criterio de aceptabilidad:
- Siel Z calculado supera al Z* tedrico se recomienda la particién.
- Siel z calculado es menor al z* tedrico no se hace la particién.

Nota: Esto aplica en caso no hay referencia bibliografica que justifique una particion distinta.

3.3 Distribucion de frecuencias:

- Inspeccionar los valores de referencia y preparar el histograma y una tabla de frecuencias para
evaluar graficamente la distribucion de datos.

- Evaluar la gréfica del histograma de frecuencias.

- Distribucién aparentemente gaussiana: Paramétrica

- Distribucidn asimétrica a la derecha

- Distribucion asimétrica a la izquierda

3.4 Tamafio del grupo de referencia (n>120)

- Es recomendable seleccionar 30 individuos como minimo y estudiar si los datos siguen la ley de
Laplace-Gauss, y evaluar:

- Si los datos tienen comportamiento Gaussiano: 30 individuos (valores no aberrantes) como minimo
(método paramétrico).

- También hay que tener en cuenta que si se debe aplicar el método de Harris y Boyd para decidir si
hay que hacer alguna particion, entonces el minimo de 30 pasa a ser un minimo de 60 valores (no
aberrantes) por cada posible particién.

- Silos datos no forman la curva de Gauss: 120 individuos como minimo (método no paramétrico).

3.5 Eliminacion de los valores aberrantes:
- Para la deteccion de valores aberrantes; utilizar el estadistico: Método de Dixon modificado.
- Ordenar los datos obtenidos de menor(x1) a mayor (xn).

x1 es aberrante si: x2 — x1 < (xn - x1)/3.
xn es aberrante si: xn—=xn-1> (xn - x1)/3

3.6 Estimacion de los limites de referencia biolégicos
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- Los limites de referencia biolégicos poblacionales son los valores extremos del intervalo de referencia
que comprende habitual y convencionalmente el 95% central de todos los valores de referencia
bioldgicos; es decir los limites de referencia bioldgicos poblacionales son los percentiles 2.5y 97.5 de
los valores de referencia biolégicos.

- Los percentiles se estiman de formas distintas dependiendo de si la distribucion de los valores de
referencia bioldgicos, 0 una transformaciéon matematica de los mismos, sigue o no la ley de Laplace-
Gauss: si sigue la ley se aplica un método paramétrico; si no la sigue se aplica un el método no
paramétrico.

3.6.1 Estimacion paramétrica:
La estimacién paramétrica de los percentiles 0,025 y 0,975 se basa:

Determinar la media del grupo de datos

Determinar la desviacion estandar del grupo de datos
El limite inferior, se halla: X + 1,96 s

El limite superior, se halla: X-1.96 s

3.6.2 Estimacion no paramétrica

Si los valores de referencia biol6gicos, 0 sus transformadas matematicas, no siguen la ley de Laplace-
Gauss, se debe recurrir a la estimacion no paramétrica de los percentiles 0,025 y 0,975 (como la
transformacion logaritmica para tener una distribucion de valores mucho méas cerca de forma gaussiana),
utilizando para ello un minimo de 120 datos.

Ordenar los valores de referencia biologicos y su frecuencia

Calcular el P2, 5y el P97,5 para 120 datos:

El valor con nimero de orden igual a 0,025(n+1), correspondiente al percentil 2.5
El valor con nimero de orden igual a 0,975(n+1), correspondiente al percentil 97.5.

Nota: EI P2,5y P97, 5 representan una posicién en la tabla de valores.
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ANEXO 1: Ejemplos de Estadistica Basica

Para los fines de una verificacion, se utilizan normalmente las siguientes mediciones estadisticas, que nos ayudan
a establecer si el analisis se encuentra dentro de un pardmetro aceptable, normalmente se determinan las
siguientes:

Media: Conocida también como media aritmética o promedio, es la cantidad total de la variable (muestra o
medida) distribuida a partes iguales entre cada observacién. En términos matematicos, es igual a la suma de todos
sus valores dividida entre el nimero de sumandos.

X ="% xi
n

Siendo: xi = valor de una lectura.
n = numero de lecturas

Desviacion estandar (o, S): Es el promedio de lejania de los valores obtenidos (lecturas) respecto del promedio.

SZ‘\/ ”Z =1 xi-X 2
n-1

Siendo: xi = valor de una lectura.
X= promedio de la totalidad de lecturas.
n = numero de lecturas

Coeficiente de Variacion (CV): Desviacion estandar dividida por la media. También es conocida como desviacion
estandar relativa (RSD). El coeficiente de variacién puede ser expresado en porcentaje:

%CV = S x100
X

Siendo: xi = valor de una lectura.
X= promedio de la totalidad de lecturas.
n = numero de lecturas

Distribucion Normal: Distribucion continua conocida también como distribucion Gaussiana, la distribucion de una
variable normal estd completamente determinada por dos parametros, su media y su desviacion estandar,
denotadas generalmente por g y @. La distribucidén normal se caracteriza por tener una Unica moda, que coincide
con su media y su mediana. Su expresion gréfica es una curva normal, cuya forma es similar a los histogramas
con forma de campana, es conocida como campana de gauss que es simétrica respecto a su media y asintética al
eje de abscisas, esto hace que cualquier valor entre y es tedricamente posible. El area total bajo la curva es, por
tanto, igual a 1. Para este tipo de variables existe una probabilidad de un 50% de observar un dato mayor que la
media, y un 50% de observar un dato menor.
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JAX N

X+1c 68.3%
X+2G 95,5%
X+30c 99,7%

Nivel de significancia (Alfa, a): Es el nivel de significacion utilizado para calcular el nivel de confianza. El nivel de
confianza es igual a 100% (1 - a), es decir, un alfa (a) de 0,05 indica un nivel de confianza de 95%.

Factor de cobertura: Numero mayor que uno por lo que una combinacién de incertidumbre en la medicién
estandar se multiplica a obtener una incertidumbre expandida de medida. Un factor de cobertura suele ser
simbolizada k. (Referencia: VIM 2012, JCGM 200:2008).

Pruebas de Significancia: Es frecuente utilizar pruebas de significancia estadisticas durante el proceso de
verificacién de los métodos analiticos en este sentido, se aplican cominmente las siguientes:

1. Prueba t- student para identificar errores sistematicos (sesgo).
2. Prueba F-Fisher para identificar errores aleatorios (precisiones).

Al hacer una prueba de significancia se comprueba la veracidad de una hipbtesis experimental, llamada “hipétesis
alternativa” (H1, si hay diferencia,) con respecto a la hipétesis nula (HO, no hay diferencia). Es la hipotesis
alternativa la que determina el nimero de colas. Si la hipétesis alternativa contiene la frase “mayor que” é “menor
que”, la prueba es de una-cola. Si la hipotesis alternativa contiene la frase “no es igual que”, la prueba es de dos-
colas.

Prueba t-Student: Esta prueba permite comparar las medias de dos grupos de datos y determinar si entre estos
parametros las diferencias son estadisticamente significativas.

En la prueba t, se procede a determinar el valor t de student calculado, obtenido de la experiencia analitica, y este
valor posteriormente se compara con el llamado valor critico, este valor critico se obtiene de la tabla de t-student
para un determinado porcentaje de confiabilidad (normalmente se utiliza el 95% de confianza, es decir, un valor a
de 0,05). Si no existen diferencias significativas entre 2 grupos, el t calculado deberia ser inferior al t critico (o
conocido también como t de tabla).

Prueba F (de Fisher): Prueba en la que el estadistico utilizado sigue una distribucién F si la hipétesis nula no
puede ser rechazada. En estadistica aplicada se prueban muchas hipétesis mediante el test F, entre ellas: La
hipétesis nula=Ho de que las medias de multiples poblaciones normalmente distribuidas y con la misma desviacién
estandar son iguales. Esta es, quizas, la mas conocida de las hipdtesis verificadas mediante el test F y el
problema mas simple del analisis de varianza. Y la hipdtesis de que las desviaciones estandar de dos poblaciones
normalmente distribuidas son iguales.

Analisis de Varianza: El andlisis de varianza, también conocido como ANOVA, es el analisis estadistico en el cual

se compara mas de dos medias entre si. Para ese fin, se debe proceder a comparar las diferencias entre cada
grupo y las observaciones realizadas.
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ANEXO 2: Ejemplos para el desarrollo de los parametros de verificacion
1.- PRECISION: El laboratorio podra realizar cualquiera de los dos modelos mencionados para cada anélisis:
A) Segun los criterios declarados en la guia del CLSI EP15-A3:
1.- Determinar la precisién para el procedimiento de analisis de glucosa de un nivel de control (Ejemplo:

control con participacién en ensayos de aptitud EQA/PT), para ello necesitamos los 25 datos obtenidos en
los 5 dias de corridas analiticas que se procesaron por quintuplicado (5 réplicas diarias).

Repeticiones Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5
Replica 1 85,00 83,00 83,00 83,00 80,00
Réplica 2 84,00 84,00 78,00 80,00 83,00
Réplica 3 83,00 80,00 81,00 81,00 82,00
Réplica 4 84,00 81,00 82,00 79,00 84,00
Réplica 5 82,00 81,00 80,00 81,00 79,00

2.- Con los resultados obtenidos se identifican los posibles valores atipicos (aplicar la prueba de Grubbs).
- Lo primero es obtener la media y la desviacién estandar a partir de la totalidad de los datos (25).
Media (x) = 81,72 y Desviacion Estandar (DS) = 1,860
- Tener en consideracion que el valor del Factor G para 25 datos es de 3,135

Factores (G ) de Grubbs criticos y Namero Normal de Resultados por Prueba (n o) come una Funcién del Numeros Totales de

Resultados , N, de cinco a siete pruebas, cinco réplicas por prueba, hasta dos resultados faltantes

N G no N G no N G no

3 3087 | 4565 28 3109 | 4643 3 3286 4,697
_ 243112 | 479 29 3218 | 4828 34 3301 4,853
2 3135 5 30 3236 5 3 3316 5

- Procedemos a calcular los limites de Grubbs en base a la siguiente ecuacién:
Limites de Grubbs = X+ /- G. critico * SD
Limites de Grubbs = 81,72 +/-(3,135* 1,860) = 81,72 +/- 5,83
Limite Inferior de Grubbs = 81,72 -5,83 = 75,89

Limite Superior de Grubbs = 81,72 + 5,83 = 87,55
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- Por ultimo verificamos que el valor mas bajo y el mas alto obtenido dentro de los 25 datos no
superen los limites hallados. De encontrar algun dato fuera de los limites este debe ser excluido
de los anélisis estadisticos. (s6lo se aceptardn cdmo méaximo dos valores excluidos de haber mas
se debe proceder a repetir todo el protocolo).
Repeticiones Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5
Réplica 1 ( 85,00 ) 83,00 83,00 83,00 80,00
Réplica 2 84,00 84,00 ( 78,00) 80,00 83,00
Réplica 3 83,00 80,00 8100 81,00 82,00
Réplica 4 84,00 81,00 82,00 79,00 84,00
Réplica 5 82,00 81,00 80,00 81,00 79,00

3.- Realizar los calculos para obtener el Coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad y precision
intralaboratorio para ello vamos a aplicar la prueba de ANOVA de un factor y efectuar los célculos:

a) Hacer uso del Excel, para ello vamos a la pestafia de DATOS — Analisis de datos y seleccionamos la
opcioén Analisis de Varianza de un Factor.

EBS ¢
N

DSETA  OSENODERAENS  FORMULE”  DATOS

Tetoen Quiter Validacion Consalidar Andlisi de
columnas duplicados de datos ™

2

hiptesis *

Anglss 2 datos

Fundanes para analisis

15 0 Vg BE I T

i de varanza de dos factres con una so
dente de comeladion

(orrianz

Estaditica destriptia

Sugization exponencial

Prueha F para varianzas e dos mussiras

Analiss d2 Fourer
Hitograma

EETER: ot Qupo
lamugsta por grupo

intomy Godofedo Saldafia Huerta »

*Nota: En algunos casos es necesario activar previamente la opcion Analisis de Datos, para ello ir a la
pestafia de Archivo — Opciones — Complementos — Administrar complementos de Excel y activar la
opcién de herramientas para analisis.

b) Seleccionamos en rango de entrada los 25 datos obtenidos, agrupado por columnas y con un valor Alfa
de 0,05 (95 % de confianza).

IR

o h WN -
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c) Del analisis de ANOVA obtenemos los siguientes datos:

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de s variaciones | Suma de cuadrados | Grodos de ibertad | Promedio de los cuadrados F | Probabilidad

Valor ritico para F

2806081402

Ente grupos ] ! LGBHISS| 005309983

Dentro de los grupos 568 0

Total B U

Entre grupos = Entre corridas

Dentro de los grupos = Intra corridas

Promedio de Cuadrados entre grupos = MS1
Promedio de Cuadrados dentro de los grupos = MS2
n° = Dias de corrida

d) Con estos datos vamos a calcular las varianzas:

- Varianza Intracorrida (VW) = MS1 = 2,84

- Varianza Entre corridas (VB) = (MS1-MS2)= (6,56-2,84) = 0,744
n° 5

e) Calcular los Desvio estandar:

- Desvio estandar en condiciones de repetibilidad (SR) = VW

SR=vV 284 = 168

- Desvio estandar en condiciones de precision intralaboratorio (SWL) = \ VW + VB

SWL=+28F+0744 = 1,89

f) Calcular los coeficientes de variacion:

- Coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad (CVR)= SR X 100
X

CVR= 1,68 X100=2,06%
81,72

- Coeficiente de variacién en condiciones de precision intralaboratorio (CVWL)= SWL X 100

CVWL= 189 X100=2,31%
81,72
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4.- |dentificar las especificaciones de desempefio para precision que son declaradas por el fabricante y que se
encuentran en el inserto del reactivo de analisis, siempre que sea posible.

a) Ejemplo: Se muestra las siguientes tablas contenidas en el inserto del proveedor XYZ

Precision Repetibilidad ( Intra-ensayo

Control Media SD CV%
Nivel 1 90,7 mg/dl +/- 1,76 mg/d| C 194
Nivel 2 278 mg/dl +/- 3,68 mg/dl 32

Precision Intralaboratorio

Control Media SD CV%
Nivel 1 90,1 mg/dl +- 2,12 mg/d| 235
Nivel 2 299 mg/d| +- 4,86 mg/d| 62—

Nota: Tener en consideracion que el valor de CV% seleccionado de los controles debe tener una
matriz y concentracion lo méas parecido a las nuestras evaluadas.

5.- Comparar los resultados de CVR y CVWL obtenidos durante el protocolo contra las especificaciones del

Fabricante.
Control CVR (calculado) CV% repetibilidad (fabricante) Condicion
Verificacion
Nivel 1 2,06 1,94 Rechazada
Control CV WL (calculado) CV % precision Intralaboratorio (fabricante) Condicion
Nivel 1 2,31 2,35 Verificacion Aceptada

6.- Se procede a calcular los valores superiores de verificacion (UVL) para las especificaciones de
desempefio declaradas por el fabricante que fueron menores al valor obtenido por el laboratorio.

6.1 Para Repetibilidad: UVL repetibilidad = F* CVRF

F: Se toma de tablas y depende de los grados de libertad y de la cantidad de muestras.
DfR: Grados de libertad.
CVREF: Especificacion del fabricante para repetibilidad

a) Determinar los grados de libertad para repetibilidad (DfR) : N - K
N: Cantidad de resultados.
K: Cantidad de corridas analiticas
DFR=25-5=20
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b) Determinar el factor F a partir de la siguiente tabla proporcionada en la guia del CLSI, para el
ejemplo tomamos los grados de libertadad calculado para dos niveles de control.

Grados de libertad (DFR) = 20
NUmero de Controles = 2
Valor F = 1,31

Table 7. UVL Factors (F) as a Function of DF and Number of Samples (One to
Three) in the Experiment

3

%

S

Q

2

g

g

e}

>

‘g Number of Samp

IS

I3 5 1,49 116 1,66
3 6 145 11,55 1,61
g 7 142 1 1,51 1,56
5 8 1,39 1148 1,53
2 9 1,37 145 15
3 10 1,35 143 147
= 11 1,34 1,41 1,45
o 12 1,32 1,39 143
g 13 1,31 1,38 142
i 14 13 1,37 14
85 15 1,29 1,35 1,39
93 16 1,28 1,34 1,38
23 17 127 133 1,36
N 18 127 132 135
Z O

2 19 1,26 1,31 1,34
=28 20 = = > 125 L1311 1,34
8g 21 1,25 13 1,33
22 1,24 1,29 1,32
te 23 124 1,29 131
5 24 1,23 1,28 1,31
s 25 1,23 1,28 13
£3 26 1,22 1,27 13
oF 27 1,22 1,26 1,29
96 28 1,22 1,26 1,28
28 29 1.21 1,26 1,28
< 30 1,21 1,25 1,27
31 1.2 1,25 1,27
§¢ 32 1,2 1,24 1,27
o8 33 12 1,24 1,26
8o 34 12 1,24 126
[N
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c) Determinar el valor superior de verificacién (UVL) para repetibilidad = F* CVRF
UVL=1,31*1.94
UVL=2,54
6.2 Para precision Intralaboratorio: UVL precision Intralaboratorio =  F* CVWLF

F: Se toma de tablas y depende de los grados de libertad y de la cantidad de muestras.
Df WL: Grados de libertad.

CVREF: Especificacion del fabricante para repetibilidad

CVWLF: Especificacion del fabricante para precision intermedia.

Determinar los grados de libertad para precision intralaboratorio (DfWL): A partir de la siguiente
tabla proporcionada en la guia del CLSI, para ello primero calculamos el valor P:

P=CVWLF =235=1.21
CVRF 1,94

Table 6. dfw. as a Function of the Claims Ratio (p = ow./ o), for Five Runs, Five Replicates per Run

1,00 24
1,03 23
1,05 22
1,08 21
1,1 20
1,12 19
1,14 18
1,16 17
1,19 16
121 == —> i 15 1
1,24 T
1,28 13
1,32 12
1,37 11
1,43 10
1,51 9
1,62 8
1,78 7
2,06 6
2,74 5
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b)

c)

DFWL =15

Determinar el factor F a partir de la siguiente tabla proporcionada en la guia del CLSI, para el
ejemplo tomamos los grados de libertadad calculado para dos niveles de control.

Grados de libertad (DFWL) = 15
Numero de Controles = 2

Valor F = 1,33
Table 7. UVL Factors (F) as a Function of DF and Number of Samples (One to
Three) in the Experiment
Number of Samples

DF 1 2 3

5 1,49 1 16 1,66
6 1,45 p 1,55 1,61
7 1,42 p 1,51 1,56
8 1,39 q 1,48 1,53
9 1,37 " 1,45 1,5
10 1,35 1,43 1,47
11 1,34 1,41 1,45
12 1,32 1,39 1,43
13 1,31 1,38 1,42
14 1,3 1,37 1,4
15 1,29 1,35 1,39
16 1,28 1,34 1,38
17 = =1=> 127 133 ! 1,36
18 1,27 1,32 1,35
19 1,26 1,31 1,34
20 1,25 1,31 1,34
21 1,25 1,3 1,33
22 1,24 1,29 1,32
23 1,24 1,29 1,31
24 1,23 1,28 1,31
25 1,23 1,28 1,3
26 1,22 1,27 1,3
27 1,22 1,26 1,29
28 1,22 1,26 1,28
29 1,21 1,26 1,28
30 1,21 1,25 1,27
31 1,2 1,25 1,27
32 1,2 1,24 1,27
33 1,2 1,24 1,26
34 1,2 1,24 1,26

Determinar el valor superior de verificacion (UVL) para precisién intralaboratorio = F* CVwLF
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UVL=1,33%2,35=3,12

7.-  Comparar los resultados de CVR y CVWL obtenidos durante el protocolo frente a los valores superiores
de verificacion (UVL) de las especificaciones del fabricante.

Limite Superior de
Control CV R (calculado) CV% repetibilidad Verificacion (UVL) Condicion
(fabricante) para repetibilidad
Verificacion
Nivel 1 2,06 1,94 2,54 Aceptada
CV % precision Limite Superior de
Control CV WL (calculado) Intralaboratorio Verificacion (UVL) Condicion
(fabricante) para precision
Intralaboratorio
Verificacion
Nivel 1 2,31 2,35 3,12* Aceptada

* En el ejemplo no es necesario calcular el UVL para precision intralaboratorio ya que la verificacion ha sido
aceptada sin necesidad de obtener el UVL, sin embargo, por temas didacticos se especifica su forma de

calculo.

8.- Comparar los resultados de CVR y CVWL obtenidos durante el protocolo contra los requisitos de calidad
determinados por el laboratorio.
En este ejemplo el laboratorio ha definido para la glucosa el requisito de calidad establecido por CLIA.

Routine Chemistry

Glucose

Target value + 6 mg/dL or + 10% (greater)

Error total aceptable (TEa) =
Requisito para Repetibilidad =

Requisito para precisién intralaboratorio=

6 mg/dL 6 10%
1,5 mg/dL 6 2,5%
2mg/dL 6 3,3%

Control CVR (calculado) CV% repetibilidad Condicion

Nivel 2 0,94 2,5 Verificacion Aceptada
Control CV WL (calculado) CV % precision Intralaboratorio Condicion

Nivel 2 1,78 3,3 Verificacion Aceptada
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9.

Algoritmo de Interpretacién de los resultados:

Estimar la precision en condiciones de Ry
WL y comparar con las especificaciones del
fabricante

Las especificaciones de

precision en condiciones de
R y WL no han sido
verificadas / contactarse con
manufactura

B) Segun los criterios declarados por James Westgard:

1.- Determinar la precision para el procedimiento de andlisis de glucosa de un nivel de control (Ejemplo:
control con participacion en ensayos de aptitud EQA/PT), para ello necesitamos realizar 20
determinaciones del material de control en una corrida analitica (24 horas) para la repetibilidad y 20
determinaciones del material de control en 20 dias diferentes para la precision intermedia.

1.1 Para Repetibilidad: Determinaciones de glucosa en solo dia (24 horas)

N° de corridas Glucosa en mg/dI N° de corridas Glucosa en mg/dI
1 180 " 183
2 185 12 181
3 182 13 184
4 184 14 185
5 183 15 185
6 183 16 182
7 184 17 182
8 180 18 180
9 182 19 180
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| 10 | 184 | 20 | 181 |

1.2 Para precision Intermedia: Determinaciones de glucosa en 20 dias diferentes:

N° de Dias Glucosa en mg/dI N° de Dias Glucosa en mg/di
1 184 11 178
2 180 12 181
3 180 13 175
4 182 14 179
5 180 15 177
6 178 16 172
7 179 17 174
8 184 18 178
9 185 19 172
10 180 20 175

2.- De los datos obtenidos tanto para repetibilidad como precisién intermedia, vamos a calcular la media, la
desviacién estandar y el coeficiente de variacidn para luego compararlo con los criterios de aceptabilidad.

2.1 Para Repetibilidad:

Media (X°) 182,5
Desviacion Estandar (DS) 1,72
Coeficiente de Variacion (CV) 0,94
2.2 Para Precision Intralaboratorio:
Media (x) 178,8
Desviacion Estandar (DS) 3,19
Coeficiente de Variacion (CV) 1,78

3.- Identificar las especificaciones de desempefio para precision que son declaradas por el fabricante y que se
encuentran en el inserto del reactivo de analisis, siempre que sea posible.

a) Ejemplo: Se muestra las siguientes tablas contenidas en el inserto del proveedor XYZ

Precision Repetibilidad ( Intra-ensayo)

Control Media SD CV%
Nivel 1 90,7 mg/dl +/- 1,76 mg/dl 1,94
Nivel 2 190 mg/d| +/- 2,52 mg/d| C 133

Precision Intralaboratorio

Control Media SD CV%
Nivel 1 90,1 mg/dl +- 2,12 mg/d| 2,35
Nivel 2 201 mg/d| +/- 3,22 mg/d| C 160 O

Nota: Tener en consideracion que el valor de CV% seleccionado de los controles debe tener una
matriz y concentracion lo mas parecido a las nuestras evaluadas.
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4.- Comparar los resultados de CVR y CVWL obtenidos durante el protocolo contra las especificaciones del

Fabricante.
Control CVR (calculado) CV% repetibilidad (fabricante) Condicion
Nivel 2 0,94 Verificacion
1,33 Aceptada
Control CV WL (calculado) CV % precision Intralaboratorio (fabricante) Condicion
*Verificacion
Nivel 2 1,78 1,60 Rechazada

* Verificacién rechazada desde el punto de vista estadistico.

5.- Comparar los resultados de CVR y CVWL obtenidos durante el protocolo contra los requisitos de calidad
determinados por el laboratorio.
En este ejemplo el laboratorio ha definido para la glucosa el requisito de calidad establecido por
variabilidad Bioldgica nivel deseable.

Biological Variation - Desirable specification

Glucosa 6,96 %
Error total aceptable (TEa) = 6,96%
Requisito para Repetibilidad = 1,74%

Requisito para precision intralaboratorio= 2,32%

Control CVR (calculado) CV% repetibilidad Condicion

Nivel 2 0,94 1,74 Verificacion Aceptada
Control CV WL (calculado) CV % precision Intralaboratorio Condicion

Nivel 2 1,78 2,32 Verificacion Aceptada

6.- Se puede concluir que la verificacion de la precision ha sido aceptada desde un punto de vista clinico.

Nota: Si se rechaza la verificacion desde un punto de vista clinico, se recomienda revisar los procesos de aseguramiento de
calidad, comunicarse con el proveedor del equipo y repetir el protocolo.
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2.- VERACIDAD.- El laboratorio podra realizar cualquiera de los modelos mencionados para la verificacion de su
procedimiento de analisis:

A) Modelo 1: Segiin Comparacion de Métodos:
1.- Determinar la veracidad para el procedimiento de andlisis de glucosa (metodologia glucosa oxidasa)

frente a un analisis de glucosa (metodologia glucosa hexoquinasa), para ello necesitamos 20 datos
obtenidos en 5 dias de corridas analiticas que se procesaron por cuadriplicado para cada método (04
réplicas diarias) y realizar los siguientes calculos mencionados en la siguiente tabla:

o Resultado
N Resultad método
Dia | muestr | o método . bi bi-b (bi—b)? %bi %bi - %b (%bi - %b)?
comparaci
a prueba on
1 103 100 -3 -1,45 2,10 -2,91 -1,82 3,324
1 2 72 76 4 5,55 30,80 5,56 6,65 44,156
3 69 64 -5 -3,45 11,90 -7,25 -6,16 37,907
4 226 232 6 7,55 57,00 2,65 3,74 14,020
5 121 115 -6 -4,45 19,80 -4,96 -3,87 14,971
9 6 103 98 -5 -3,45 11,90 -4,85 -3,76 14,174
7 76 70 -6 -4,45 19,80 -7,89 -6,81 46,312
8 80 76 -4 -2,45 6,00 -5,00 -3,91 15,292
9 183 178 -5 -3,45 11,90 -2,73 -1,64 2,699
3 10 331 321 -10 -8,45 71,40 -3,02 -1,93 3,731
11 100 103 3 4,55 20,70 3,00 4,09 16,724
12 76 80 4 5,55 30,80 5,26 6,35 40,356
13 72 68 -4 -2,45 6,00 -5,56 -4,47 19,946
4 14 233 240 7 8,55 73,10 3,00 4,09 16,759
15 110 121 11 12,55 157,50 10,00 11,09 122,977
16 96 103 7 8,55 73,10 7,29 8,38 70.244
17 83 76 -7 -5,45 29,70 -8,43 -7,34 53,938
5 18 78 80 2 3,55 12,60 2,56 3,65 13,349
19 195 183 -12 -10,45 109,20 -6,15 -5,06 25,648
20 339 331 -8 -6,45 41,60 -2,36 -1,27 1,614

TODA COPIA EN PAPEL ES UN DOCUMENTO NO CONTROLADO




Documento electrénico firmado digitalmente en el marco de la Ley N° 27269, Ley de Firmas y Certificados Digitales, su Reglamento y modificatorias. La integridad del documento y la autoria de la(s)

firma(s) pueden ser verificadas en: https://apps.firmaperu.gob.pe/web/validador.xhtml

&

INACAL
Inst zle

Acreditacion

DIRECTRIZ PARA LA VERIFICACION DE LOS

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS CUANTITATIVOS EN LOS

LABORATORIOS CLINICOS

Codigo : DA-acr-21D

Version : 02

Pégina : 50 de 90

Grafica de Comparacion:

a) Hacer uso del Excel, para ello seleccionamos las dos columnas de valores del método de prueba y

método de comparacion y vamos a la pestafia de Insertar — Grafico de Dispersion.

FIEIEN [
INICIO  INSERTAR |  DISENODEPAGINA  FORMULAS
B m] ,_,_—‘9 r(‘)’ (o33

Tabla  Tablss Tabla  Imagenes Imagenes Formas SrmartArt Captura
dinémica dinamicas en linea -
Tablas Tustraciones

Graficol  ~ Jr

B C D
Método de Método de
Prueba () |comparacidn (X)

100 103
76 72
64 69
232 226
115 121
98 103
70 76
76 80
178 183
321 331
103 100
80 76
68 72
240 233
121 110
103 96
76 83
80 78
183 195
331 339

DATOS

Tienda

Mis

HERRAMIENTAS DE GRAFICOS Librol - Excel
REVISAR  VISTA  DISENO  FORMATO
? 1[5 ¥ % @ =04 Q
I? ) - Y Y ) 2
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s | recomendados| @ | K== e datos  tiempo detexto pie pig. firma
i Dispersién éficos Filtros Vinculos Texto Simbolos
20y [N
LH. o) | s
Dispersién
Permite usar este tipo de grfico para:
- Comparar al menos dos conjuntos de valores
© pares de datos.
E - Mostrar la relacion entre conjuntes de
wvalores.
F G H X M N o Q R <
Uselo cuando:
« Los datos representan medidas
| independientes
. - +
laoo Titulo del grafico
p]
350 3
. Y
300
250
.
200 .
.
150
.
.
100
ol
s
o
0 50 100 150 200 250 300 s50

que nos da la ecuacion de la regresion lineal.

Luego seleccionamos la ventana de Disefio y la pestafia Disefio rapido y buscamos la opcién de grafica

BH S o -

PXEO] MCIO  INSERTAR  DISENODEPAGINA  FORMULAS

. —
0
18 i o | === E
Agregar elemenfo Disefio| Clmbiar |~ =t
de gréfico ~ | | edores

Diseiios de grZ

Graficol  ~

%
22F

Disefio 9 D

DATOS

45 DE GRAFICOS Librol - Excel

REVISAR  VISTA FORMATO
: o
Cambiar entre Seleccionar Cambiartipo  Mover
filasy columnas  datos degrifico  grdfico
Estilos de disefio Datos Two  Ubicacién
F G H 1 J K M N o}

+®

Titulo del eje
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c) Procedemos a identificar el Eje X “Método de Comparacion y en el Eje y “Método de Prueba”.

Grafica de Comparacion

150 /

100 //

50

Método de Prueba

o 100 200 300 G

400

¥y =1.0139x- 0.3339
350 /,’ RZ =D.9944
300

250 /
200 # Seriesl

Lineal (Seriesl)

Meétodo de Comparacion

d) Con los datos de la ecuacién de la recta empezamos a realizar los calculos:

«  Ecuacién de la recta y =1,0139x - 0.3339; Coeficiente de Correlacion = 0,9944

Pendiente (b)= 1,0139
Intercepto (a)=-0,3339
Concentracion (Xc) = 82 mg/dl

»  Célculo del Bias, para una concentracion de glucosa: 82 mg/dl ES = (a + bXc) - Xc :

ES =[-0,3339 + 1,0139 (82)] - 82
ES = 83,4737 - 82
ES =0,8059 mg/dl
Bias (concentracion): 0,8059 mg/d|
Bias %: (0,8059/82)*100= 0,98 %

e) Criterio de Aceptabilidad: En este ejemplo el laboratorio ha definido para la glucosa el requisito de

calidad establecido por CLIA.

Routine Chemistry

Glucose Target value £ 6 mg/dL or £ 10% (greater)

Criterios Interpretacién

Bias % < 0,5 TEa (10%) = 5% Comparacién Aceptada

Bias % >0,5 TEa (10%) = 5% Comparacién Rechazada

f)  Enel ejemplo el Bias es igual 0,98 % que es menor a 5 %, por lo cual se puede concluir que la verificacion de

la veracidad ha sido aceptada.

Nota1: Si se rechaza la verificacion de la veracidad, se recomienda revisar los procesos de aseguramiento de

calidad, comunicarse con el proveedor del equipo y repetir el protocolo.
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Nota2: Adicionalmente se puede graficar las diferencias (bi) entre ambos métodos siguiendo los pasos
anteriores en el Excel. Se espera que las diferencias se aproximen a la “linea de diferencias nulas’, en la
misma proporcion por encima y por debajo de la linea.

25

20

15

10

Diferencias
o

-10
-15
-20

-25

del sesgo”

Grafico de diferencias

10

15

Datos del método de comparaciéon
B) Modelo_2: segun Protocolo CLSI EP 15 A3 “Verificacion por el usuario de la precision y estimacion

Seriesl

20

Determinar la veracidad para el procedimiento de anélisis de glucosa a partir de un material con participacién
en ensayos de aptitud EQA/PT, para ello necesitamos los 25 datos obtenidos en los 5 dias de corridas

analiticas que se procesaron por quintuplicado (5 réplicas diarias).

Material de Control de evaluacién externa, calculo de la incertidumbre asociada al valor verdadero (serw)

Media grupo par =
DS grupo par =
N laboratorios:

82 mg/d|
0,25 mg/dl

22

serw = SDg/\Ng
sery = 0,25/N22
sery = 0,053

A partir de los 25 datos del protocolo EP15 — A3, usados en el ejemplo de precisidn, se calcula la mediay su
error estandar (se x)

Repeticiones Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5
Réplica 1 85,00 83,00 83,00 83,00 80,00
Réplica 2 84,00 84,00 78,00 80,00 83,00
Réplica 3 83,00 80,00 81,00 81,00 82,00
Réplica 4 84,00 81,00 82,00 79,00 84,00
Réplica 5 82,00 81,00 80,00 81,00 79,00

Calculo del error estandar (se ).

Media (x) = 81,72 y Desviacion Estandar (DS) = 1,860

A partir del ejemplo de verificacion de precision se obtuvo los siguientes datos:
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Desvio estandar en condiciones de precisidn intralaboratorio (Sw.= 1,89)
Desvio estandar en condiciones de repetibilidad (S = 1.68)

N° de corridas (nRum)=5

N° de replicados (nRep) =5

1 ,  (MRep— 1y , ]
€5 R [3"1 - ( nRep )'TR

1 1 g o=1, .2
se; /T [1.39-( - ]1.98]

ng 0.512

se.= [ sez + se;,
se = 05127+ 0.053 2

se.=1,013

1) Veracidad Estadistica:

a) Estimar el error estdndar combinado:

b) Calcular tau, dividiendo serm, sex, luego en la tabla segun el nimero de laboratorios, hallar el valor

correspondiente a los grados de libertad combinados (dfc).

Tau = 0,053/0.512= 0,103

c) Para obtener los grados de Libertad combinados (dfc), buscamos el nimero més cercano de Laboratorios

(22) y el numero mas cercano al tau (0,103) de este cruce obtenemos el dfc.
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10 Laboratories 20 Laboratories 50 Laboratories 100 Laboratories 200 Laboratories

tau df tau df tau df tau df tau df
0.000 4 o.0od 4 0.000 4 0.000 4 0.000 4
0349 5 0348 1 =5 1| o034a 5 0344 5 0344 5
0.490 6 0481 | 6 | 0477 6 0475 6 0475 6
0.600 7 0582 7 0573 7 0571 7 0.569 7
0.698 g 0.666 g 0.652 g 0.647 8 0646 g
0791 9 0739 9 0718 9 0713 9 0710 9
0.886 10 0.806 10 0778 10 0770 10 0766 10
0991 11 0.869 11 0.831 1 0.821 11 0.816 11
1126 12 0.929 12 0.880 12 0.867 12 0.861 12
1500 13 0987 13 0925 13 0910 13 0903 13
2175 12 1.045 14 0.968 14 0.949 14 0941 14
2.832 11 1104 15 1.008 15 0987 15 0977 15
4149 10 1164 16 1.047 16 1022 16 1.010 16
1227 17 1084 17 1.055 17 1042 17
1.295 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 1154 21
1711 2 1253 2 1201 2 1179 22
df.=5

d) Para hallar el valor t se debe considerar los grados de libertad combinados y la cantidad de niveles
utilizados; por lo tanto si se emplea 1 muestra al 95% de confianza la probabilidad es de 1-(0,25/n°
muestras); por lo tanto para 1 muestra es 0,975; para 2 muestras 0,9875, para 3 muestras 0.9917, para 4
muestras 0,9938 y para 5 muestras 0,995.

Para el presente ejemplo se emplearon 2 niveles de control, por lo tanto el valor t queda en funcién a la
probabilidad es de 0,9875 con 5 df..

Para hallar el valor t podemos recurrir al Excel empleando la funcién: INV.T
La funcién nos solicita ingresar la probabilidad (que esta en funcion a la cantidad de muestras) y el valor
de df; que se obtiene de la tabla anterior.

fr | =mvpeErss)

Por lo tanto el valor de t es 3,16 B C I L E

| 3.1633811

e) Con los datos obtenidos calculamos el intervalo de verificacion (IV) para el valor evaluado.
Intervalo Verificacion 95% (IV ¢s%) = TV +/- (t * se ¢)

TenemOS Valor target (TV) = 82
t= 3,16

TODA COPIA EN PAPEL ES UN DOCUMENTO NO CONTROLADO




Documento electrénico firmado digitalmente en el marco de la Ley N° 27269, Ley de Firmas y Certificados Digitales, su Reglamento y modificatorias. La integridad del documento y la autoria de la(s)

firma(s) pueden ser verificadas en: https://apps.firmaperu.gob.pe/web/validador.xhtml

& DIRECTRIZ PARA LA VERIFICACION DE LOS Codigo : DA-acr-21D
INACAL PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS CUANTITATIVOS EN LOS Versién : 02
it Nocon LABORATORIOS CLINICOS ersion : 22
Pagina : 55 de 90
sec= 1,013
Reemplazando: IV=82 - (3,16%1,013) = 78,80 mg/dL
IV=82 + (3,16*1,013) = 85,20 mg/dL
Por lo tanto: IV 954, = 78,80 — 85.20 Media Laboratorio = 81,72 mg/dL
f)  Verificar sila media del laboratorio esta incluida dentro del intervalo verificacion 95% del TV.
Media del Laboratorio Verificacion Estadistica de la Veracidad
Dentro del IV g5% Aceptada
Fuera del IV 954 Rechazada

g) En el ejemplo la media del laboratorio (81,72 mg/dL) se encuentra dentro del intervalo de verificacion
IV = 78,80 — 85,20 mg/dL, por lo cual se puede concluir que la verificacion de la veracidad desde un
punto de vista estadistico ha sido aceptada.

2.- Consistencia de los Datos:

a) Establecer los limites de Grubbs para la evaluacién de datos aberrantes y la consistencia de los mismos.
Limites de Grubbs = Media + (3,135 * DS)
Media = 81,72 mg/di
DS= 1,86 mg/d Limite de Grubbs = 81,72 - (3,135*1,86) = 75,89
Limite de Grubbs = 81,72 + (3,135*1,86) = 81,72
Limite de Grubbs = 75,89 - 87,55

b) Criterios de evaluacion

Criterio Consistencia
Méaximo 01 resultado aberrante por muestra Aceptada
Méaximo 02 resultados aberrantes en todo el protocolo Aceptada
Mas de 03 resultados aberrantes en todo el protocolo Rechazada

c) En el ejemplo no se han encontrado valores aberrantes por lo cual se puede inferir que la consistencia
de resultados ha sido Aceptada.

3.- Veracidad Clinica:

IMPORTANTE:
Tener en cuenta la consistencia de los datos del intervalo de verificacion para poder detectar sesgos
clinicamente significativos, para ello procedemos a:

v" Calcular la mitad del intervalo de verificacion hallado para la veracidad estadistica.

IV g5/ 2 = (78,80 — 85,20)/ 2 IV 954/ 2 = 3,2 (incertidumbre combinada
expandida)

v Comparar la incertidumbre combinada expandida con el Error sistematico tolerable en unidades de
concentracion (ESa c).
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IV 959/ 2 El experimento...
<ESac Detecta sesgo clinicamente significativo
>ESac No detecta sesgo clinicamente significativo

v

a)

d)

En el ejemplo la incertidumbre combina expandida es 3,2 y es menor al error sistematico tolerable 4,1 por
lo cual se concluye que el experimento posee suficientes datos para detectar sesgo clinicamente
significativo.

Estimar el sesgo del procedimiento de medida en unidades de concentracion.

Sesgo ¢ = Media obtenida — Valor evaluado Sesgo c=81,72-82
Sesgo ¢ =-0,28 mg/dL

Requisito de Calidad: Fuente CLIA, Glucosa 6 mg/dl 6 10 % (el que sea mayor).

El 10 % de 82 = 8,2 > 6,0, por lo tanto tomamos como requisito de calidad 8,2 mg/dl.

Media grupa par = 82 mg/dL
ESac = 4,1mg/dL (50% del Requisito de calidad = 8,2)
Comparar el sesgo con Error Sistematico permitido en unidades de concentracion (ESa)
Sesgo ¢ Evaluacion del Sesgo
<ESac Sesgo clinicamente no significativo
>ESac Sesgo clinicamente significativo

En el ejemplo el sesgo (0.28) es menor al sesgo clinicamente significativo (4,1) por lo cual se puede inferir
que la verificacion de la veracidad desde un punto de vista clinico ha sido aceptada.

Resumen de Criterios de Aceptabilidad de veracidad para el de glucosa:

Criterio de Desempeiio Veracidad Estadistica Consistencia de datos Veracidad Clinica
Veracidad Aceptada Aceptada Aceptada Aceptada

C) Modelo 3: segun Participacion en Comparaciones Interlaboratorio:

- Esquemas Interlaboratorio:

Determinar la veracidad para el procedimiento de analisis de glucosa, a partir de informes de
comparacioén interlaboratorio para glucosa, para ello tomamos en cuenta un nimero de laboratorios
participantes (mientras mayor sea el numero de laboratorios la media asignada al grupo de comparacion
sera mas confiable). Seleccionar el grupo de comparaciéon mas conveniente (por método o instrumento),
en caso no se halle un grupo par, se puede emplear la media acumulada y realizar el analisis con los
datos que obtenemos en los informes como en la siguiente tabla:

. N° laboratorios Media Desviacion Media indice de
Mes Nivel (grupo par) Grupo Par estandar | | - .o | Bias% Desviacion
control grupop (Instrumento) | grupo par Estandar (IDS)

1 46 89,15 1,15 88,71 05 04
Enero

2 42 162 19 163 0,3 0,2

1 49 87,20 1,02 87,19 0 0

Febrero

2 48 157 1,82 157 0 0

Marzo 1 48 87,20 1,02 86,89 0,4 -0,3
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2 44 157 1,82 157 0 0
1 51 89,15 1,15 88,36 0,9 -0,7
Abril
2 51 162 1,90 161 0,7 -0,6
" 1 45 87,20 1,02 86,75 05 -04
e 2 45 157 182 156 0,7 -0,6
1 56 90,24 1,09 90,11 0,13 -0,1
Junio 2
55 166 1,91 168 0,3 0,2

Criterio de aceptabilidad:

v’ Para aceptar la confiabilidad de los resultados de consenso considerar lo siguiente:
Incertidumbre expandida del informe del programa (U)

Factor de cobertura al 95% de confianza (k = 2)

SD del grupo par de comparacion (SDg)
Factor para aceptacion: 0,3

Se debe cumplir:

U/k<03*SDg
U/k> 0,3 *SDg

Datos no confiables del Esquema interlaboratorio

Confiabilidad de los datos del Esquema interlaboratorio

v' También se puede considerar un minimo de 10 laboratorios participantes para aceptar los valores del grupo
de comparacion.

v" Los valores del bias % por mes, debe ser menor a 50 % del requisito de calidad.

Interpretacion:

- El'nimero de laboratorios es mayor a 10, los datos son confiables.
- Bias % en seis meses, menor a 5% (requisito de calidad para glucosa CLIA, 10%).

Conclusion:

- El Bias es menor a 5 %, en todos los meses, por lo cual se puede concluir que la veracidad ha sido
aceptada por comparacion interlaboratorio.

- Programas de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC):

Determinar la veracidad para el procedimiento de analisis de glucosa, a partir de informes de control externo
para glucosa, para ello tomamos en cuenta un nimero de laboratorios participantes (mientras mayor sea el
numero de laboratorios la media asignada al grupo de comparacién sera mas confiable). Seleccionar el grupo
de comparacién mas conveniente (por método o instrumento) y realizar el analisis con los datos que

obtenemos en los informes como en la siguiente tabla:

NO

Fecha de
participacion

Laboratorios
Participantes

Valor
Reportado

Media de
Comparacion
(Grupo Par)

SDg

Cvg

Aceptacion
Grupo Par

%
ERROR

(% ERROR)2

%
Sesgo
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Jul-15 412 59 5,95 017 | 2,84 | 0,02 Si 0,84 0,71 N/A
Ago-15 453 17,8 17,6 043 | 243 | 0,05 Si 1,14 1,29 N/A
Set-15 473 1,4 1,33 0,09 | 688 | 0,01 Si 5,26 27,70 N/A
Oct-15 443 41 43 015 | 346 | 0,02 Si 4,65 21,63 N/A
Nov-15 449 17,7 17,5 041 | 2,32 | 0,05 Si 1,14 1,31 N/A
Dic-15 407 1,3 1,37 0,08 | 599 | 0,01 Si 5,11 26,11 3,62
Ene-16 451 6 591 0,16 | 2,77 | 0,02 Si 1,52 2,32 3,40
Feb-16 462 43 4,31 015 | 3,38 | 0,02 Si 0,23 0,05 3,18
Mar-16 456 17,5 17,5 042 | 242 | 0,05 Si 0,00 0,00 3,00
May-16 468 44 4,29 013 | 2,94 | 0,02 Si 2,56 6,57 2,96
Jun-16 471 59 5,88 0,16 | 2,78 | 0,02 Si 0,34 0,12 2,83
Jul-16 343 29 2,89 0,09 | 318 | 0,01 Si 0,35 0,12 2,71
Ago-16 374 69 6,88 0,18 | 2,56 | 0,02 Si 0,29 0,08 2,60
Set-16 371 5 5,08 015 | 2,96 | 0,02 Si 1,57 2,48 2,54
Oct-16 389 1,6 1,6 0,08 | 472 | 0,01 Si 0,00 0,00 2,46
Nov-16 384 69 6,89 019 | 269 | 0,02 Si 0,15 0,02 2,38
Dic-16 375 5 5,09 014 | 272 | 0,02 Si 1,77 3,13 2,35

Donde: SDg: Desvio estandar del grupo de comparacion

CVg: Coeficiente de variacion del grupo de comparacion
Incertidumbre expandida del grupo de comparacion al 95% confianza (K=2)

u:

Criterio de aceptabilidad:

v’ Para aceptar la confiabilidad de los resultados de consenso considerar lo siguiente:

Incertidumbre expandida del informe del programa (U)

Factor de cobertura al 95% de confianza (k = 2)

Factor para aceptacion: 0.3

Se debe cumplir:

SD del grupo par de comparacion (SDg)

U/ k<0,3*SDg Confiabilidad de los datos del Esquema interlaboratorio
U/'k>0,3*SDg Datos no confiables del Esquema interlaboratorio
Por ejemplo:
o . Media de .
e | ot | o |Comprn | 50y | vg | U | e
P P P P (Grupo Par) P
Jul-15 412 59 5,95 0,17 284 | 0,02 Si
Incertidumbre expandida del informe del programa: U=0,02
Factor de cobertura al 95% de confianza: k=2
SD del grupo par de comparacion (SDg): 0,17
Factor para aceptacion: 0,3
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Reemplazando:
U/k=<0,3*SDg 0,02/2 <0,3*0.17 0,01 <0,051 Datos confiables

v' También se puede considerar un minimo de 10 laboratorios participantes para aceptar los valores del grupo
de comparacion.

Importante:

Cuando uno participa en un PEEC, en cada participacion se obtiene el % Error de medida ya que sélo se
reporta un valor y se compara con una media de consenso; por lo tanto, no podemos obtener un sesgo % con
una sola participacion. Si se quiere calcular el sesgo % es necesario tener como minimo 6 participaciones.

Por ejemplo:

N° 0 0
partcpacien | LEBOTS0TS | popet | emron | (HERRORE | "
Jul-15 412 59 0,84 0,71 N/A
Ago-15 453 178 1,14 1,29 N/A
Set-15 473 14 5,26 27,70 N/A
Oct-15 443 4,1 4,65 21,63 N/A
Nov-15 449 177 1,14 1,31 N/A
Dic-15 407 13 5,11 26,11 3,62

RMS = ZE:/I-

Se debe calcular el RMSen (media cuadrética) de los errores de medida:
v' Para evaluar la veracidad el bias 0 sesgo % obtenido debe ser menor a 50 % del requisito de calidad.
Interpretacion:

- El numero de laboratorios son consistentes, por lo tanto, los datos del grupo de comparacién son
confiables para ser analizados.

- Paralos sesgos % obtenidos a partir del sexto mes se puede concluir que la veracidad ha sido aceptada
para el PEEC porque no supera el 50% del requisito de la Calidad de la Glucosa segun CLIA (5%).
Nota: Para evaluar 1 afio con el PEEC se requiere tener 17 participaciones.

3.- LINEALIDAD.- El laboratorio podra realizar cualquiera de los modelos mencionados para la verificacion de
linealidad de su procedimiento de analisis:
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A) Segun los criterios declarados por Westgard:
1. Determinar la linealidad del andlisis de Creatinina (mg/dL) empleando calibrador.
a. Ellaboratorio utiliza un calibrador con valor asignado de 12 md/dL para creatinina.

Realiza diluciones para obtener 5 concentraciones distintas a lo largo del rango de medicién
empleando diluyente (0 mg/dL) y lo procesa por triplicado obtiene los siguientes resultados:

Valor Media de % Error
tedrico Réplica1 | Réplica2 | Réplica3 | replicados DS CV% Sesgo % .
Total

(mg/dL) (mg/dL)

0 0 0 0 0.00 0,00 0,0 0,0 0,0

3 2,88 2,92 2,88 2,89 0,02 08 3,6 52

6 5,81 5,86 59 5,86 0,05 08 24 39

9 9,12 9,22 9,15 9,16 0,05 0,6 1,8 2,9

12 12,35 12,48 12,54 12,46 0,10 08 38 54

b. Luego genera una grafica en Excel, en insertar grafico de dispersion donde se seleccionan los datos
en el eje X la columna de los valores asignados y en el eje Y se coloca el promedio de las réplicas.

; S y=1.0394x-0.1627
Grifico de Regresion Lineal R - 0.999

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00

4.00

Promedio de réplicados (mg/dL)

2.00

0.00
0 2 4 6 8 10 12 14
Yalorasignado {mgidl)

c. Criterios de Aceptabilidad:

R? debe ser mayor a 0,99 Obtenido: Rz = 0,999
El sesgo% en cada concentracién no debe | Obtenido: EI  sesgo% en  ninguna
superar el 50% del requisito de la calidad. | concentracion evaluada supera el 7.5%

Tampoco debe superar el TEa% El ET% del laboratorio en cada dilucién no
Segun CLIA para creatinina TEa% = 15% supera el TEa%.
Conclusion:

La linealidad ha sido verificada para el rango de medicién desde 0 a 12 mg/dL.

2. Determinar la linealidad del analisis Glucosa usando muestras de pacientes.
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a. Segun el inserto, la glucosa es lineal hasta los 600 mg/dL. El laboratorio utiliza una muestra de paciente
(con concentracion cercana al limite de linealidad: 580 mg/dL), y prepara diluciones equidistantes con
diluyente (0 mg/dL) a concentraciones de 0%, 25%, 50%, 75% y 100%, luego lo procesa por triplicado
obtiene los siguientes resultados:

as:lal::triol Media de Sesgo | % Error
Dilucion gn: Réplica1 | Réplica2 | Reéplica 3 replicados DS CV% o g .
tedrico (mg/dL) % Total
(mg/dL)

0% 0 0 0 0 0,0 0,0 0.0 0.0 0.0
25% 145 138 140 137 138,3 1,5 1,1 4,6 68
50% 290 276 285 278 279,7 47 1,7 36 6,9
75% 435 422 429 424 425,0 36 0,8 2,3 40
100% 580 588 592 594 591,3 3,1 0,5 2,0 3.0

b. Se genera una grafica en excel en insertar grafico de dispersion donde se seleccionan los datos en el
eje X la columna de los valores teoricos y en el eje Y se coloca el promedio de las réplicas.

Promedio de los replicados (mg/dl)

700.0

600.0

500.0

400.0

300.0

200.0

100.0

00

Gréfico de Regresion Lineal ¥=1.0133x-7
R? = 0.9986

100 200 300 400 500

Walores tedricos (mgfdl)

c. Criterios de Aceptabilidad

600

700

R? debe ser mayor a 0,99

Obtenido: 0,9986 resultado aceptable.

El sesgo% en cada concentracion no debe Obtenido:  El

superar el 50% del requisito de la calidad.
Tampoco debe superar el TEa%
Segun CLIA para glucosa TEa% = 10%

sesg0%

concentracion evaluada supera el 5%
El ET% del laboratorio en cada dilucion no
supera el TEa%.

ninguna

Conclusion:

La linealidad ha sido verificada para el rango de medicion desde 0 a 580 mg/dL.

Nota: Cuando el laboratorio encuentre una muestra mas alta (mayor a 580 mg/dL), puede volver
a realizar el experimento para ampliar el rango de medicion analitica considerando los criterios
mencionados.

B) Segun los criterios declarados por la guia del CLSI EP 06-A:

1. Determinar la linealidad del analisis de Calcio:
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a. Un laboratorio prepara 6 diluciones a concentraciones espaciadas de calcio y asume como criterio de SD
permitido para repetibilidad de 0,20 mg/dL y 0,33 mg/dL para el error de No Linealidad (los criterios estan
en las mismas unidades que el requisito de calidad para el calcio: CLIA = 1mg/dL).

El laboratorio realiza 2 réplicas por cada dilucion y procede a realizar calculos de medias y diferencias
entre cada replica.

N° Réplica 1 Réplica 2 Promedio de | Meta Error para Meta Error
Diluciones réplicas repetibilidad Maximo Permitido

1 47 4,6 4,65

CLIA: 1 mg/dL
2 7.8 76 i DS (repetibilidad).
3 10,4 10,2 10,3 El laboratorio

asume un error
4 13 13,1 13,05 para precision: Li Errcl)':jdgll\(l)o%
5 15,5 15,3 15,4 0,20 ma/dL L
' ' , mg/dL

6 16,3 16,1 16,2

b. Utilizar una hoja de célculo Excel para realizar la grafica:

- Utilizar la tabla elaborada en Excel, luego ir a: Insertar, Grafico de Dispersion.

ARCHIVO leiisle] IMSERTAR, DISEFIO DE PAGIMA, FORMULAS DATOS REVISAR WISTA, DESARROLLADOR DISERO FORM

- = Bk
? B ld g 12 i
Tablas Imagenes Irmagenes Graficas
dindmicas enlinea @7 recomendados "
Tablas llustraciones Complementos Gry raficos
Gréfice 4~ fr 2 e A
00 |40l
A B C D E F G H K
1 "
TV,
N . . Promecio de o
- Réplica’ | Réplica? L Lo
7 Diluciohes rénlicas
3 1 47 16 465 i
4 2 & T8 T
%% |9
5 3 104 102 103 Ug
4] 4 13 131 13.05 -
7 5 155 153 154 | |_ bdas graficos de dispersidn..,
g ] 16.3 16.1 162
°]
10
11
12
13
14

- Click derecho, opcién: Seleccionar datos y luego dar la opcién Agregar.
- Escribir en la primera celda el titulo de la grafica y luego seleccionar las columnas que irén en el eje x
(diluciones) y eje y (promedio de réplicas).
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INICIO IMSERTAR DISER O DE PAGING FORMULAS DATOS REWISAR WISTA DESARROLLADOR DISERD
Tienda
- Tahbla Tablas  Tabla | Imagenes Imagenes Mis aplicaciones Graficos Grafico Linea Colurmna
dinamica dinamicas en linea recomendados dinamico
Tahlas llustraciones Complementas Graficos Minigraficos
- £
IMICIO [{SERTAR DISERIC DE PAGING FORMULAS DATOS REWISAR WISTA, DESARROLLADOR DISEFO FORE

.
Agregar elernentp  Disefio [Carnbiar
de grafico = olores ~

Disefios de grz

Estilos de disefio
o o
o =
5| (o

Grafico 4 v
A B o = e B F‘ &) H 1 J K
1 %o 05? ooo +
— - - .
W etiode Grafica de Primer Orden
2 Dilucic g/;o plicas I 20
3 1 466 18 :
. [ 16 .
4 2 Disefin 97| 1 R
5 3 = CER o
& 4 05 |03 10 [ T . ® Grafica de Primer
T |3 | | | 164 = —— Orden
ER »”
8 6 | ez | 1ed 162 £ & : Lineal (Gréfica de
=] 4 ] Primer Orden)
10 2
11 o
19 0 2 4 3 8
15 Titulo del eje
14

n

- Se obtiene

la ecuacién de Primer Orden: y = bo + bix

Grafico de Primer Orden ,
R2=0.9786

Promedio de réplicas
=
o

0 1 2 3 4 5 6

Diluciones

y = 2.3886x + 2.8567

- Para obtener las ecuaciones polinomiales se pone el cursor sobre cualquier parte de la linea y se procede
a dar Click derecho y se Inserta en linea de Tendencia si es polinomio de segundo y tercer orden.
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- Parala Ecuacion de Segundo Orden Polinomial: y = bg + bix + box?

WISTA, DESARROLLADOR DISEFID FORMATO Iniciar sesidn

= oM [k

Carnbiar entre  Seleccionar Carmbiartipo  Mover

filasy colurnnas  datos de grafico grafico
fin Datos Tipo Ubicacian ~
hd
K L I N Cl=

Formato de linea de tenden... ™ %

OPCIONES DE LiNEA DE TENDENCIA ¥

[ v =-02188: + 3.9198x + 0.515 ]

Grafico de Segundo Orden oo <> O |||
18
16 e @ .
LB 4 OPCIOMES DE LINEA DE TENDEMCIA -
14 .
& el 4 .
= 12 e Exponencial
T = )
[at} -
o 8 e \_ Lingal
2 §
2 s - e
: Logaritrni
DE_ s o Logaritmica
2 # Polindmica Orden F

0 1 2 3 4 5 5 7 Potencial
Diluciones
Media mawil 2

Mombre de la linea de tendencia

- Parala Ecuacion de Tercer Orden Polinomial: y = bo+ bix + box2 + bax3

K L Il M O~ )
Formato de lihea de tenden... ™ %

OPCIONES DE LiNEA DE TENDENCIA ¥

[ y= 006623 + 047642 + 18212% + 2.4533 ]

= 05980 <>- _‘ |||

Grafico de Tercer Orden

18
16 E—1 .
- 4 QPCIONES DE LINEA DE TENDENCIA -
14 -
] L 4 }
E‘ 12 - Exponencial
= 10 ——
Z g . Lingal
h=]
T g
= Lomaritmi
s . ° Logaritmica
0 1 2 3 4 5 5 7 -/ () Patencial

Diluciones -
Media mawil 2

Mornbre de la linea de tendencia

c. Se procede a ordenar los valores obtenidos de las ecuaciones de las graficas de 1°, 2°, y 3° orden.
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Simbolo del Lineal Polinomio
Orden ..
coeficiente 1er Orden 2do Orden 3er Orden
0 bo 2,86 0,82 2,48
1 b1 2,39 3,92 1,82
2 b2 - -0,22 0,48
3 b3 - - -0,07
Nota: bo: Intercepto
bi: Pendiente
b2y bs.  Coeficientes no lineales

d. Procedemos a calcular el sesgo (error de no Linealidad) para cada valor de la ecuacion de primer orden
lineal, para ello reemplazamos en cada férmula de ecuacion los valores de los simbolos del coeficiente
por los valores x (diluciones):

Ejemplo: Para la dilucion 1:

y=bo+bix = 2,86+ (2,39*1)=5.25

N° Valor de 1er
Diluciones | Orden obtenido
1 5,25
2 7,64
3 10,03
4 12,42
5 14,81
6 17,2

- Acontinuacion, restamos el valor obtenido para cada dilucién con la media de las dos réplicas:

Ne Valor de 1er Promedio de Sesgo: Error calculado
T Orden o (Valor obtenido - Promedio
Diluciones . las réplicas -
obtenido de réplicas)
1 525 4,65 0,60
2 764 77 -0,06
3 10,03 10,3 0,27
4 12,42 13,05 -0,63
5 14,81 15,4 -0,59
6 172 16,2 1,00
Promedio 0,01
DS 0,66

e. Luego se calcula el sesgo (error de no Linealidad) la cada ecuacion polinomial de segundo orden, para
ello reemplazamos en cada formula de ecuacion los valores de los simbolos del coeficiente por los
valores x (diluciones), como en el caso anterior.
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- Acontinuacion, se resta el valor obtenido para cada dilucion con la media de las dos réplicas.

Ne Valor de 2do Promedio de Sesgo: Error calculado
I Orden Pl (Valor obtenido - Promedio
Diluciones . las réplicas -
obtenido de réplicas)
1 4,52 4,65 -0,13
2 778 7,7 0,08
3 10,6 10,3 0,30
4 12,98 13,05 -0,07
5 14,92 15,4 -0,48
6 16,42 16,2 0,22
Promedio -0,01
DS 0,28

- Con los datos obtenidos calculamos el error estandar del polinomio de 2 orden:

(Syx) =

Dénde:

VY (Y

Y2 /n -2

Y* es el promedio de cada réplica.

Yn es el valor obtenido para cada modelo de regresion.
n-2 es el nimero de diluciones menos 2

Promedio de las

Valor obtenido para

réplicas (Y?) el 2do Orden (Yn) (Ye-yry?

4,65 4,52 0,0169
7,7 7,78 0,0064

10,3 10,6 0,09
13,05 12,98 0,0049
15,4 14,92 0,2304
16,2 16,42 0,0484
Suma (Y- Yn)2 0,397

n-2 4
0,32

Error estandar del Polinomio (S y.x)

f. Procedemos a calcular el sesgo (error de no Linealidad) para la ecuacién polinomial de tercer orden, para
ello reemplazamos en cada formula de ecuacion los valores de los simbolos del coeficiente por los
valores x (diluciones), como en el caso anterior.
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o Valor de 3er . Sesgo: Error calculado (Valor
. N Orden Promg d|.o de obtenido - Promedio de
Diluciones . las réplicas o
obtenido réplicas)
1 4,71 4,65 0,06
2 748 7,7 0,22
3 10,37 10,3 0,07
4 12,96 13,05 -0,09
5 14,83 15,4 -0,57
6 15,56 16,2 -0,64
Promedio -0.23
DS 0,31

- Con los datos obtenidos calculamos el error estandar del polinomio de 3 orden:

Yn es el valor obtenido para cada modelo de regresion.

(Syx) = NY(Y°-Yn)2 /n-2
Donde:  Y° es el promedio de cada réplica.
n-2 es el nimero de diluciones menos 2
Promedio de .
O Valor obtenido para 0. yn2
las r(eY%I)lcas el 3er Orden (Y") (Y2-¥7)
4,65 4,71 0,0036
77 7,48 0,0484
10,3 10,37 0,0049
13,05 12,96 0,0081
15,4 14,83 0,3249
16,2 15,56 0,4096
Suma (Y0- Y")2 0,7995
n-2 4
0,45

Analisis del estudio de polinomios:

Error estandar del Polinomio (S y.x)

Para determinar cual es el modelo de ecuacién a utilizar, se considera aquel que mejor ajuste la serie de
datos; para ello se compara los Errores Estandar obtenidos en cada Regresion para el 2do y 3er orden. Se

elige el que presenta el menor error estandar:
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Error Estandar del polinomio (2do orden) = 0,32
Error Estandar del polinomio (3er orden) = 0,45

Por lo tanto se elige la ecuacion de 2do orden por presentar un menor error estandar.

v' Evaluacion del error de No Linealidad (Sesgo):

- Se obtiene una ecuacién considerando con los valores de los promedios de las réplicas y los valores
obtenidos del polinomio de 2do orden (por tener menor error estandar).

Valores
Promedio de | obtenidos con el
las réplicas (x) | polinomio de 2do
(y)

4,65 4,52

7.7 7,78

10,3 106

13,05 12,98

15,4 14,92

16,2 16,42

- Laecuacién obtenida se emplea
para estimar el sesgo en las

concentraciones que el laboratorio desee evaluar.

Por ejemplo:

Valores obtenidos con el polinomio de 2do orden

18
16
14
12
10

o N B~ O

y =0.9927x + 0.0683

Grafico para Estimar Sesgo f
R?=0.9961

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Promedio de réplicas

El inserto menciona que la prueba es lineal desde 0,5 hasta 20 mg/dL de Calcio.
Empleando la ecuacién obtenida: y =0,0683 + 0,9927x

Se reemplaza “x” por el valor de 0,5 mg/dL:

Se reemplaza “x” por el valor de 20 mg/dL:

v" Evaluacion del error aleatorio (SD o CV%):

y =0,0638 +0,9927 (0,5) = 0,56 mg/dL
Sesgo: 0,56 - 0,5 = 0,06 mg/dL

y =0,0638 +0,9927 (20) = 19,92 mg/dL
Sesgo: 19,92 - 20 =-0,08 mg/dL

- Para la evaluacién de la linealidad hasta ahora no ha considerado la contribucién hecha por error
aleatorio (en este protocolo, estimado como repetibilidad). La mejor estimacion de repetibilidad es la

diferencia agrupada entre los conjuntos de réplicas.

- Se puede calcular para dos réplicas utilizando las diferencias entre réplicas, como sigue:
- Calceular la diferencia entre las dos repeticiones en cada concentracion evaluada;
- Elevar al cuadrado las diferencias entre las repeticiones;
- Sumar las diferencias al cuadrado;

- Divida por el nimero de niveles (L) x 2;

- Tomar la raiz cuadrada
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N Réplica 1 Réplica 2 Diferencias entre | Diferencias al
Diluciones réplicas cuadrado
1 4,6 0,1 0,01
2 76 02 0,04
3 10,4 10,2 02 0,04
4 131 -0,1 0,01
5 15,5 15,3 02 0,04
6 16,3 16,1 0,2 0,04
Suma 0,18
(6 niveles) L x 2 12
DS: 0,12
Importante:

Compare SD; con la meta para repetibilidad, ya sea como esta, o expresado como un porcentaje de
cualquier concentracion. Si SDr es mas grande que la meta, entonces la precision puede no ser
adecuada para una confiable determinacion de linealidad. Es decir, las mediciones de las réplicas en
cada nivel pueden ser demasiado inciertos para una verdadera determinacién de la linealidad. En este
caso, el analista puede examinar el instrumento o el rendimiento del método para descubrir el motivo de
la imprecision, corregir el problema y luego volver a ejecutar el experimento.

g. Criterios de Aceptabilidad:

v" Error de No Linealidad (sesgo):

Para aceptar el error de No Linealidad (sesgo), se compara el sesgo obtenido en cada dilucién con la
meta establecida por el laboratorio.

En el ejemplo inicial, el laboratorio opto por no superar un error de No Linealidad de 0.33 mg/dL.
Se utiliza la informacion obtenida con el polinomio que mejor ajusta la serie de datos (2do orden).

. Sesgo (mg/dL) Meta para el
° Valor Pbteqldo Promedio de Error de No
N del polinomio de o . L —
P las réplicas Valor obtenido - Linealidad Decision
Diluciones 2do Orden .
(mg/dL) Promedio de (mgl/dL)
(mg/dL) g
réplicas

1 4,52 4,65 0,13 0,33 Aceptado
2 7,78 77 0,08 033 Aceptado
3 10,6 10,3 0,30 0,33 Aceptado
4 12,98 13,05 -0,07 0,33 Aceptado
5 14,92 15,4 0,48 0,33 Aceptado
6 16,42 16,2 0,22 0,33 Aceptado

También se puede optar por evaluar el sesgo en una concentracién dada:
Por ejemplo el inserto del fabricante menciona una linealidad hasta 20 mg/dL de Calcio.
El criterio es no superar el error estandar asociado al polinomio que mejor ajusta la serie de datos (2do

orden).
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Empleando la informacion obtenida con la ecuacion del polinomio de 2do orden tenemos:

Sesgo para 0.5 mg/dL Sesgo para 20 mg/dL Meta para el Error estandar del Decision
(limite inferior) (limite superior) polinomio de 2do orden (mg/dL)
0,06 0,08 0,32 Aceptado

Error Aleatorio (SD o CV%):

Para aceptar el error aleatorio, se compara el SD de repetibilidad con la meta establecida por el

laboratorio.

En el ejemplo inicial, el laboratorio opto por no superar un SD para repetibilidad de 0,20 mg/dL.
En el estudio se obtiene un SD para repetibilidad de 0,12 mg/dL. Por lo tanto esta Aceptado.

Conclusion:

Para el analito Calcio por Arsenazo lll, se ha demostrado que el método es lineal desde 0,5 mg/dL hasta
20 mg/dL para una meta maxima de 0,33 mg/dL adoptada para este intervalo.

4: ESTUDIOS DE LIMITES INFERIORES SEGUN LOS CRITERIOS DECLARADOS EN LA GUIA DEL

CLSI EP17-A2:

Verificar los limites inferiores declarados para LoB, LoD y LoQ para el procedimiento de analisis de
PSA (antigeno prostatico especifico). De acuerdo a los datos proporcionados por el fabricante:

- El Limite de Blanco se encuentra en < 0,006 ng/mL

- Limite de Deteccidn se encuentra en 0,014 ng/mL.

- Sensibilidad Funcional estimada en un 20% de Coeficiente de Variacién para esta prueba
podemos hallarla a una concentracién de 0,030 ng/mL.

a) Verificacion del Limite de Blanco (LoB):

Se procede a conseguir 02 muestras sin concentracion alguna del mensurando a estudiar y se
estudian durante 03 dias analizdndolas en 04 repeticiones diarias. Se procede a tabular los
datos obtenidos como en el siguiente ejemplo:

LoB declarada por el fabricante: <0.006 ng/mL

Dia

Consecutivo

Muestra Blancos

Dia 1

1

0,006

0,005

Muestra 01
0,003

0,001

oINSl

0,006

0,005

Muestra 02 0,004

0,009
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9 0,001
10 0,002
Muestra 01
1 0,004
12 0,005
Dia 2 13 0,005
14 0,006
Muestra 02
15 0,002
16 0,003
17 0,005
18 0,002
Muestra 01
19 0,001
20 0,001
Dia3
21 0,001
22 0,003
Muestra 02
23 0,005
24 0,003

1. Se calcula el porcentaje de resultados de muestras blanco que sean menores o iguales al LoB

declarado:

NUmero de muestras (N)= 24

Numero de muestras < LoB = 23

% de muestras < LoB= (23/24) x 100 = 95,83%
El porcentaje hallado se compara con el valor limite de proporcidén observados aproximando el

N (24) a su correspondiente en la Tabla de Limites de Proporciones Observadas = 87%.

Interpretacion:

Como el valor calculado supera el valor de la Tabla de Limites de Proporciones Observadas para
un 95% de intervalo de confianza se concluye que el valor LoB ha sido verificado contra lo
declarado por el fabricante (95,83%2=87%).

b) Verificacion del Limite de Deteccién (LoD):

Las muestras en blanco anteriores se adicionan para una concentracion de mensurando nominal de
0,014 ng/mL con la finalidad de preparar dos muestras de baja concentracion detectables por el
sistema. El estudio de verificacion de LoD deberia realizarse en los mismos tres dias del estudio de
LoB analizando también cada muestra en 04 repeticiones diarias.

LoD declarada por el fabricante: 0,014 ng/mL

Dia

Consecutivo

Muestra

Blancos

Dia 1

1

0,012

0,011

Muestra 01

0,009

0,015

2
3
4
5
6

Muestra 02

0,011

0,013
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7 0,007
8 0,005
9 0,006
10
Muestra 01 0,006
11 0,004
12
Dia 2 0,015
13 0,016
14
Muestra 02 0,025
15 0,035
16 0,015
17 0,025
18
Muestra 01 0,026
19 0,012
20
Dia3 0,008
21 0,009
22
Muestra 02 0,009
23 0,008
24 0,014

1. Se calcula el porcentaje de resultados de muestras de nivel bajo que son iguales o exceden el
valor del LoB declarado:
NUmero de muestras (N)= 24
NUmero de muestras = LoB = 22
% de muestras = LoB= (22/24) x 100 = 91,67%

2. El porcentaje hallado se compara con el valor limites de proporciéon observados aproximando el
valor N (24) a su correspondiente en la Tabla de Limites de Proporciones Observadas = 87%.

Interpretacion:

Como el valor calculado supera el valor de la Tabla de Limites de Proporciones Observadas para
un 95% de intervalo de confianza se concluye que el valor LoD ha sido verificado contra lo
declarado por el fabricante (91,67%=87%).

c) Verificacion del Limite de Cuantificacion (LoQ):

C1

Con respecto al Estudio del Limite Inferior relacionado a la Cuantificacion (LoQ) de un mensurando,
debemos de recordar que el mismo puede hacerse a través de uno de los siguientes dos experimentos
de acuerdo con el tipo de limite declarado por el fabricante o por alguna necesidad clinica y contra los
cuales verificaremos el desempefio. Estos dos limites empleados como dato de referencia pueden ser:

C.1) Error Total
C.2) Sensibilidad Funcional

.- En base al Error Total:
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Para verificar los limites inferiores declarados para LoQ para el procedimiento de andlisis de PSA
(antigeno prostatico especifico). De acuerdo con el fabricante el Limite de Cuantificacion se encuentra
en 0.060 ng/mL para un Objetivo de Desempefio Analitico del 15% de acuerdo a RCPA (Royal College
of Pathologists of Australasia). Se considera un error ay 8 de 0,05.

Se prepara un juego de cinco muestras blanco-mezcladas con muestras de concentracién conocida
hasta llegar a un valor nominal de aproximadamente 0,060 ng/mL. Dichas mezclas deben ser valoradas
previamente en un sistema verificado que actle como referencia. Se calculan el rango de error
permisible como el Valor Objetivo +/- 15%.

Se corre cada muestra (05) por triplicado en tres turnos durante tres dias (45 resultados en total) y se
calcula cuantos de ellos se encuentran fuera del rango de error permisible. Puede emplearse la
siguiente tabulacién como ejemplo:

1.- Valores de las muestras objeto de estudio:

Muestra
1 2 3 4 5
0,058 0,060 0,062 0,057 0,061

2.- Calcular el rango de error permisible (15%) para cada muestra.

Muestra
1 2 3 4 5
0,058 *(15%) 0,060%(15%) 0,062*(15%) | 0,057*(15%) | 0,061*(15%)
0,0087 0,009 0,0093 0,0085 0,0091
3.- Calcular los Limites permisibles de cada muestra.
Rango de error Muestra
permisible
15% 1 2 3 4 5
Limite Inferior 0,058-0,0087= 0,060-0,009= 0,062-0,0093= 0,057-0,0085= 0,061-0,0091=
0,049 0,051 0,053 0,048 0,052
Limite Superior 0,058 +0,0087= 0,060+0,009= 0,062+0,0093= 0,057-0,0085= 0,061+0,0091=
0,067 0,069 0,071 0,066 0,070
4.- Replicado de las muestras:
Muestra
# Muestra |Replicado 1 2 3 a4 5
1 0.049 | 0.058 | 0.052 | 0.050 | 0.056
Turno 1 2 0.050 | 0.051 | 0.055 | 0.050 | 0.052
3 0.052 | 0.070 | 0.054 | 0.052 | 0.056
1 0.060 | 0.060 | 0.072 | 0.060 | 0.059
Turno 2 2 0.055 | 0.062 | 0.062 | 0.052 | 0.058
3 0.058 | 0.054 | 0.060 | 0.055 | 0.059
1 0.060 | 0.053 | 0.062 | 0.056 | 0.072
Turno 3 2 0.062 | 0.055 | 0.060 | 0.058 | 0.065
3 0.065 | 0.057 | 0.058 | 0.060 | 0.064
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5.- Se observa que 04 datos se encuentran fuera del rango de error permisible y 41 datos estan
dentro de los limites de error permisible (15%). para cada muestra.

6.- Se calcula el porcentaje de resultados dentro del rango de error permisible:
NUmero de muestras (N)= 45
NUmero de muestras dentro de los limites permisibles = 41
% de resultados dentro del rango permisible = (41/45) x 100 = 95,83%

7.- El porcentaje hallado se compara con el valor limites de proporcion observados aproximando el valor N

C.2.-

(45) a su correspondiente en la Tabla de Limites de Proporciones Observadas = 88%.

Interpretacion:

Como el valor calculado supera el valor de la Tabla de Limites de Proporciones Observadas para un
95% de intervalo de confianza se concluye que el valor LoQ ha sido verificado contra lo declarado por el
fabricante (95,83%=88%).

Verificacion del Limite de Cuantificacion (LoQ) en base a la SENSIBILIDAD FUNCIONAL.:

1.- Procedemos a verificar los limites inferiores declarados para LoQ para el procedimiento de analisis de

PSA (antigeno prostéatico especifico). De acuerdo al fabricante el Limite de Cuantificacion se encuentra
en 0,03 ng/mL para una precision intermedia del 20% (Coeficiente de Variacion).

2.- A través de 20 dias deben tabularse los datos para cada nivel de concentracion evaluado. Es muy

importante conservar la cadena de frio adecuadamente de acuerdo con cada mensurando estudiado que
garantice su estabilidad durante este periodo de tiempo (generalmente se considera la preparacion de
alicuotas y su conservacion en congelacion hasta el dia de su medicién). Sin embargo, debe investigarse
la conservacioén adecuada segun la naturaleza de cada mensurando.

3.- Luego de tabular todos los datos en cada dia de trabajo, debe hallarse el promedio, la desviacién

estandar y el coeficiente de variacion para cada nivel de muestra (las cuales deben prepararse de tal
forma que crucen el nivel de concentracion declarado como sensibilidad funcional). Se puede analizar los
datos en una hoja de calculo convencional, por ejemplo, como la obtenida en la siguiente tabla:

o Laférmula para el Promedio es: =PROMEDIO (Dato 1, Dato 2, Dato 3, Dato 4,....Dato 20)
o Laférmula para la Desviacion Estandar es: =DESVEST (Dato 1, Dato 2, Dato 3, Dato 4,....Dato 20)
e Laformula para CV% es: =100*(Dato obtenido en Desviacion Estandar)/(Dato obtenido en Promedio)
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] Métricas
DIA DE PROCESO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Promedio | DE CV%
0,014 | 0,015 | 0,024 | 0,024 | 0,014 | 0,014 | 0,023 | 0,014 | 0,019 | 0,025 | 0,015 | 0,016 | 0,024 | 0,015 | 0,014 0,014 0,015 0,020 | 0,023 | 0,024 0,018 10,004 | 23,89
0,020 | 0,021 | 0,030 | 0,030 | 0,029 | 0,021 | 0,018 | 0,019 | 0,018 | 0,019 | 0,029 | 0,029 | 0,018 | 0,018 | 0,030 0,019 0,018 0,029 | 0,029 | 0,029 0,024 10,005 | 22,06
Muestras 0,028 | 0,025 | 0,026 | 0,026 | 0,037 | 0,028 | 0,035 | 0,036 | 0,025 | 0,033 | 0,033 | 0,038 | 0,038 | 0,025 | 0,024 | 0,025 0,038 0,037 | 0,023 | 0,023 0,030 |0,006 | 18,80
0,050 | 0,045 | 0,052 | 0,052 | 0,060 | 0,050 | 0,040 | 0,060 | 0,045 | 0,048 | 0,050 | 0,052 | 0,062 | 0,055 | 0,048 | 0,049 0,052 0,068 | 0,059 | 0,060 0,053 0,007 | 12,60
0,100 | 0,099 | 0,089 | 0,089 | 0,090 | 0,410 | 0,105 | 0,106 | 0,100 | 0,098 | 0,099 | 0,00 | 0,100 | 0,090 | 0,110 0,105 0,100 0,120 | 0,115 | 0,099 0,101 0,008 8,06
0,400 | 0,399 | 0,401 | 0.401 | 0,403 | 0,400 | 0,390 | 0,41 | 0,402 | 0,398 | 0,400 | 0,398 | 0,401 | 0,400 | 0,398 | 0,400 0,390 0,399 | 0,398 | 0,402 0,400 | 0,004 1,02
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4.- Se observa que en el nivel de concentracion declarado por el fabricante como sensibilidad funcional (0,03 ng/mL), el CV% calculado (18,80%) es inferior al CV%
definido por el fabricante como limite (20%), se concluye que: El valor LoQ ha sido verificado contra lo declarado por el fabricante como sensibilidad funcional.
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5.- Si se desea graficar el resultado obtenido puede hacerse en tres pasos:

a

) Insertar Gréfico de Dispersion y con click derecho seleccionar datos y lue

go dar la opcion agregar.

¥
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B Copiar -
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13 1 |0014] 0015 | 0024 | 0.024 | 0.014 | 0.014 | 0025 | 0.014 | 0015 | 0.025 | 0015 [ 0.016 | 0.024 | 0.015] 0.014 | 0.014 [ 0.015 [0.020] 0,025 | 0.024 [ o0.018 0.004 2389
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15 | \puestras |2 | 0028 0.025 | 0026 | 0026 | 0,037 | 0.028 | 0.035 | 0036 | 0.025 | 0.05 | 0033 | 0035 | 0,035 | 0025 [ 0.024 | 0.025[0.0358 | 0.04 | 0.025 [ 6.025 [ 0.030 0.008 18.80
16 4 |0.050] 0.045 | 0.052 | 0.052 | 0.060 | 0.050 | 0.020 | 0.0s0 | 0.035 | 0.048 | 0.050 | 0.052 | 0.062 | 0.055 | 0.048 | 0.049 | 0.052 | 0.07 | 0.059 | 0.060 [ 0.053 0.007 12.60
17 5 |0.100] 0.099 | 0.085 | 0.029 | 0.090 | 0.110 | 0.105 | 0.106 | 0.100 | 0.095 | 0,095 | 0.100 | 0.100 | 0.090| 0.110 | 0.105 [ 0.100 [0.120] 0.115 | 0.09 [ ©0.101 0.008 506
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c) Hacer click sobre uno de los puntos de la gréafica, hacer click derecho y seleccionar agregar linea
de tendencia en la opcion logaritmica. Si se desea se selecciona la opcidn de visualizar la ecuacién
en el gréfico.

Formato de linea de te... ™ %
OPCIONES DE LINEA DE TENDENCIA ~
G IROR | |
4 OPCIONES DE LINEA DE TENDENCIA
18 19 20 | PROMEDIO W":-I;)“E“:MS v L Expenencial
o5 [0025 [oozs [ 0o0za | ooos | 2208 [ O Lingal
o7 [o0ss | ooso [ ooss [ coor | izeo [ @ Logaritmica
120)| 0.115 0.099 0.101 0.008 8.06
0.4 | 0.398 | 0.402 0.400 0.004 1.02 I_ Polinémica
|t Potencial
Estudio de LoQ I_ Media mévil 2

Mombre de la linea de tendencia

Logaritmica (Estudis

= Aut ati
Automético de LoQ)

Personalizado

Extrapolar
Adelante 0.0 peria
Hacia atras 0.0 peria

0.0
Presentar ecuacién en el grafico

Presentar el valor R cuadrado en el

: gréfico
o.050 0100 o150 0.200 0250 0.300 o350 o.300 o450

d) Se observa graficamente que en el nivel de concentracion declarado por el fabricante (0,030) como
sensibilidad funcional es inferior al CV% definido por el fabricante como limite (20%), Po lo cual se
concluye que el LoQ sido verificado contra lo declarado por el fabricante como sensibilidad
funcional.

Estudio de LoQ

30.00

25.00
o 20.00
=
Y 1500

o
10.00
o
5.00
0.00 ®
0.000 0040 008 0120 0.160 0200 0240 028 0320 0360  0.400
0.030 Promedio de Concentraciones
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NOTA: De acuerdo a los Limites inferiores se sugiere tomar en cuenta el siguiente reporte.

Reporte de resultados de pacientes:

Con respecto al Reporte de Resultados de Muestras que debe dar el laboratorio con valores muy
cercanos a los limites inferiores estudiados el siguiente estilo puede ser apropiado:

Resultado </= LoB

Reportar “No detectado”; “Resultado menor que el Limite
de Deteccion”

LoB < Resultado < LoD

Reportar “Analito detectado”; “Resultado menor que el
Limite de Cuantificacion”.

LoD </= Resultado < LoQ

Reportar cualquiera de estas opciones:

(a) “Analito detectado”; Resultado menor que el Limite
de Cuantificacion”

(b) Reportar el “Resultado con precaucion de la
posibilidad de una alta incertidumbre”

Resultado >/= LoQ

Reportar el resultado

Si el laboratorio escoge solamente reportar resultados cuantitativos o “menores de’, se puede

considerar el siguiente estilo:

Resultado </= LoB

Reportar “No detectado”

LoB < Resultado < LoD

Reportar “Andlito detectado”; “Resultado menor que el
Limite de Cuantificacion”

Resultado >/= LoQ

Reportar el resultado cuantitativo.

5.- INTERVALO DE REFERENCIA (IR)

A) Verificacion de los Intervalos de Referencia con un “n” pequeiio:

Verificar el intervalo de referencia propuesto para el analisis de glucosa: IR=75-110
Para ello se procesan 20 muestras de individuos de referencia (n=20).

Nota: Ver cuestionario de referencia.

Se obtienen los siguientes resultados:

Cadigo : DA-acr-21D

95,8 93 90,6 92,2 84,9
90,9 94,2 88,9 107,9 90
95,9 99,9 101,5 96,9 93,1
85,7 98,2 95,7 100,1 93,1

Interpretacion:
Se observa que todos los valores estan dentro del intervalo de referencia propuesto, por lo tanto se
considera que el intervalo de referencia ha sido “Verificado” para la poblacién que atiende y puede ser
utilizado por el laboratorio.
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B) Transferencia de Intervalos de Referencia (los sistemas analiticos son comparables):

1.- Cuando se ha estimado un intervalo de referencia para su poblacion, se puede transferir a otros
sistemas analiticos usando el protocolo de comparacion de métodos.
El método usado es la referencia (x) y el nuevo método es el evaluado (y).

Del resultado de comparacién de métodos, se obtiene la ecuacion de la recta: y = a(x) + b
Pendiente(a); Intercepto (b) y el coeficiente de correlacion (r).
Ejemplo b1:

El Intervalo de Referencia actual es: 50 — 150

La regresion es: y = 1,004 x — 0,628 con un r2= 0,990 (datos de comparacién)
Para el limite inferior se reemplaza “x”: 1,004 (50) - 0,628 = 49,57 (redondeando es 50)
Para el limite superior se reemplaza “x”: 1,004 (150) - 0,628= 149,97 (redondeando 150)

Interpretacion:
Si los resultados al reemplazar el limite inferior y superior del rango actual en la ecuacién de la recta
(obtenida en una comparacion de métodos) estan dentro del intervalo (maximo hasta los limites) del
valor del Intervalo de Referencia actual, se puede transferir los Intervalos de referencias.
Ejemplo b2:
El Intervalo de Referencia actual es: 50 — 150
La regresion es: y = 1,57x — 0,832 con un r2= 0,990 (datos de comparacion)
Para el limite inferior se reemplaza “x: 1,57 (50) - 0,832 = 77,67 (La cual es lejano a 50)
Para el limite superior se reemplaza “x”: 1,57 (150) — 0,832= 234,67 (La cual esta lejano a 150).

Interpretacion:

Si los resultados al reemplazar el limite inferior y superior del rango actual en la ecuacién de la recta
estan fuera del valor del Intervalo de referencia actual, NO se puede transferir los Intervalos de
referencias, y se recomienda estimar los Intervalos de Referencia Bioldgicos.

2.- Comparabilidad de la poblacién de referencia:

Si un laboratorio clinico desea transferir un intervalo de referencia establecido por otro laboratorio o
fabricante de prueba de diagndstico para el mismo sistema analitico o un sistema analitico comparable,
la cuestion de la transferencia se convierte en una “comparabilidad de la poblacién de referencia”.
Ademas, otros factores pre analiticos dentro del estudio del valor de referencia también deben ser
comparables, como la preparacion de los individuos de referencia y los procedimientos de recoleccion y
manejo de muestras. Este tipo de transferencia es cada vez mas comun y probablemente representa la
mayoria de las asignaciones de intervalos de referencia actuales en laboratorios clinicos.

C) Estimacion de los intervalos de referencia bioldgicos:

c.1.- Realizar la estimacion del IR biolégicos del Calcio, en 240 estudiantes:

Seleccionar los individuos de referencia (Aplicar el cuestionario)

Seleccionar la poblacién de referencia.

Tomar en cuentas las condiciones pre analiticas y analiticas.

Recolectar los valores de referencia.

Ordenar los datos de menor a mayor y realizar una distribucién de frecuencias en 240.

RN
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Frequency
Value Women Men Combined
(mg/dL)*

8.8 1 0 1

8.9 27 0 2

9.0 1 0 1

9.1 3 2 57

9.2 11 17 12

9.3 11 8 19

9.4 8 6 14

9.5 16 11 27

9.6 16 12 28

9.7 26 3 39

9.8 8 16 24

9.9 7 14 21
10.0 3 7 10
10.1 2 10 12
10.2 3t 11 14
10.3 2 7t 9*
10.4 0 1 1

10.5 0 0 0

10.6 0 1 1
Total 120 120 240

Se grafica un histograma de frecuencias, para determinar su distribucion:

Calcium in Women

Calciumin Men
30 50
= 40
0
5 | 30
10 —
5 — 10
0 atluael 9097 9293 9495 9687 9899 10001 102103 10.:1-10.5‘ 0 s_alegiﬂ.d-g.ﬂ 9293 9d9s5 aba7 9499100101 1o,b,1n‘s1n'uns
Valve (ne/dl) Value(mg/dl)
6. Se debe identificar valores aberrantes aplicando el filtro estadistico de Dixon:
N° Valor
1 8.8
2 8.9
3 8.9
4 9
5 9.1
6 9.1
7 9.1
116 10.2
117 10.2
118 10.2
119 10.3
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\ 120 \ 10.3 |

Filtro de Dixon:
v" Ordenar de menor a mayor los datos obtenidos.
v' Identificar los datos de menor a mayor como: X1, Xz, X, ..., Xn
v" Aplicar las férmulas de menor y mayor aberrante de la siguiente manera:
o Para el menor aberrante:
Restar el segundo dato (X2) menos el primer dato (X1). Por ejemplo: 8.9 -8.8 =0.1
Para detectar menor aberrante se debe cumplir: (X2 - X1) > (X - X1) /3)
Por ejemplo:
(8,9-8,8)>((10,3-18,8) 13) 0,1>0,5 (Dato No aberrante)
Si la relacion no se cumple, el dato NO es aberrante; caso contrario tendriamos que eliminar el
valor aberrante en el extremo correspondiente.

o Para el mayor aberrante:
Restar el ultimo dato (X») menos el penultimo (Xn-1).
Si en caso hubiera valores iguales, se debe restar los datos que contindan y que sean
diferentes. Por ejemplo: 10,3 -10,2=10,1
Para detectar mayor aberrante se debe cumplir: (X — Xn-1) > (X - X1) 13)
Por ejemplo:  (10,3-10,2) > ((10,3-8,8)/3) 0,1 >0,5 (Dato No aberrante)
Si la relacién no se cumple, el dato NO es aberrante; caso contrario tendriamos que eliminar
el valor aberrante en el extremo correspondiente.

7. Se debe verificar si es necesario particionar los datos:
Para ello se obtiene el “z calculado” aplicando la férmula de Harris y Boyd:

X, - X,

X1, X2: Medias observadas de los 2 subgrupos
S12 8,2 Varianzas observadas
n1,n2: Nimero de valores de referencia para cada subclase respectiva.

Anilito Media Desviacion estandar
Hombres (n=120) | Mujeres (n=120 | Hombres (n=120) | Mujeres (n=120)
Calcio 9,80 9,57 0,31 0,29

Reemplazo en la formula para hallar el z calculado:

19.80-9.57|
=594

calcium: z =
12

031" (0.29)°
+

120 120

Luego se halla el valor de z critico mediante la formula:

2 = 3(Maverage/ 120)* = 3[(m, + n,)/240]".
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z" =31(120 + 120) /240 ]"2 z"=1,73

Interpretacion:
Como el z calculado (z= 5,94) supera el z critico (1,73), debe considerarse intervalos de referencia
separados para hombres y mujeres.

8. Establecer los Intervalos de referencia:

v"Intervalo de confianza del limite inferior: Percentil 2,5
v Intervalo de confianza del limite superior: Percentil 97,5

Como se puede observar en el histograma de frecuencias, los datos siguen una distribucion normal
0 gaussiana.

Andlito Media Desviacion estandar
Hombres (n=120) | Mujeres (n=120 | Hombres (n=120) | Mujeres (n=120)
Calcio 9,80 9,57 0,31 0,29
Luego se obtiene el percentil 2.5 y 97.5:
Pos= X —-1,96 (DS), Representa el Limite Inferior
Pors = X +1,96 (DS), Representa el Limite superior
Reemplazamos:
Mujeres:

P2s=  X-1,96 (DS)=9,57-1,96 (0,29) =9
Pors= X+1,96 (DS)=9,57 + 1,96 (0,29)= 10.1

Hombres:
P2s=  X-1,96(DS)=9,80-1,96(0,31)=9,2
Pys= X+1,96 (DS)=9,80+ 1,96 (0,31)= 10,4

Conclusion:

Los Intervalos de Referencia obtenidos a un 95% de confianza son:
Mujeres: 9,0 — 10,1 mg/dL
Hombres: 9,2 — 10,4 mg/dL

c.2.- Realizar la Estimacion de los IR bioldgicos de la Transaminasa Pirtvica (ALT) en 240 estudiantes:

Seleccionar los individuos de referencia (Aplicar el cuestionario)

Seleccionar la poblacion de referencia

Tomar en cuentas las precauciones pre analiticas y analiticas del analito

Recolectar los valores de referencia

Ordenar los datos de menor a mayor y realizar una distribucion de frecuencias en 240

a2

TODA COPIA EN PAPEL ES UN DOCUMENTO NO CONTROLADO




Documento electrénico firmado digitalmente en el marco de la Ley N° 27269, Ley de Firmas y Certificados Digitales, su Reglamento y modificatorias. La integridad del documento y la autoria de la(s)

firma(s) pueden ser verificadas en: https://apps.firmaperu.gob.pe/web/validador.xhtml

S
INAC‘AL

Acreditacion

DIRECTRIZ PARA LA VERIFICACION DE LOS

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS CUANTITATIVOS EN LOS

LABORATORIOS CLINICOS

Cadigo : DA-acr-21D
Version : 02

Pégina : 84 de 90

Table & Frequency Diztributions of ALT m 240 Medical Student: by Sex
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Graficar el histograma de frecuencias para determinar su distribucién:
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ALT in Men ALT in Women
50 60 |
40 50
" 4071
301
20
20
10 i
10
T T T T T T Ll_'_lﬁ
-4 1504 2534 3544 4554 5564 654 514 1524 2534 3544 4554 5564 6574
Value (U/L) _ Value (U/L) 1uSS.

9. Identificar valores aberrantes, aplicar el filtro estadistico de Dixon:

Valores Valores

N° Mujeres Hombres

1 5 9

2 6 10

3 6 10

4 6 i

5 7 "

6 8 i

7 8 "

8 8 12
116 36 5
117 39 %
118 46 %
119 47 62
120 65 69

Ordenar de menor a mayor los datos obtenidos para aplicar Dixon.

Mujeres:
Se evalla menor y mayor aberrante para todos los datos del estudio.

Nota: En el histograma de frecuencias se ve un dato aislado, por tanto se elimina.

Varones:
Se evallia menor y mayor aberrante para todos los datos del estudio.

10. Verificar si es necesario particionar los datos. Es recomendable seguir recomendaciones
internacionales ya establecidas sobre la decisién de particionar.
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11. Si los datos originales estan muy sesgados, una simple transformacion logaritmica produce una
distribucién mucho mas cerca de forma gaussiana, entonces ya es posible aplicar la prueba z para
los valores transformados.

12. Llevar los resultados de concentraciones obtenidas al Excel y aplicar In (cada valor) y este valor se
multiplica por la frecuencia de cada valor.

13. Hallar el promedio de estos calculos y de estos mismos valores se halla la desviacion estandar y
luego aplicar el calculo de z.

Anilito Media Desviacion estandar
Hombres (n=120) | Mujeres (n=120 | Hombres (n=120) | Mujeres (n=120)
ALT 3,20 2,78 0,46 0,44

14. Establecer los Intervalos de referencia:
Intervalo de confianza del limite inferior: Percentil 2,5
Intervalo de confianza del limite superior: Percentil 97,5

P25 =r=0,025(n+1), Representa una posicién en la tabla de valores
Pg75 =12 =0,975(n+1), representa una posicion en la tabla de valores

Para Mujeres:
Reemplazando: n=120
P25 =r1=0,025(121) = 3 (posicion 3)
Po75 =r, = 0,975(121) = 118(posicion 118)

Vamos a la tabla de frecuencias y ubico estas posiciones:
Posicién 3: es 6 U/L
Posicion 118: es 46 U/L

Para Varones:
Reemplazando: n=120
P25 =r1=0,025(121)

= 3 (posicion 3)
P97A5 == 0,975(121) =1

18(posicién 118)

Vamos a la tabla de frecuencias y ubico estas posiciones:
Posicion 3: es 10 U/L
Posicion 118: es 55 U/L

Conclusion:

Los Intervalos de Referencia obtenidos a un 95% de confianza son:
Mujeres: 6 — 46 U/L
Hombres: 10 — 55 U/L

Estudios multicéntricos:
Como alternativa a la produccion propia, la obtencion de valores entre varios laboratorios (Comunitario,

Nacional) supone un esfuerzo menor. En un estudio multicéntrico cada laboratorio participante se
responsabiliza de conseguir sus individuos de referencia (20 serian suficientes) y de realizar los andlisis
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pertinentes. Un laboratorio coordinara toda la tarea y calculara los intervalos de referencia del conjunto de

laboratorios.

Consideraciones:

- Seleccién directa de la poblacion con criterios similares.

- Definicion de la fase pre analitica.
- Sistemas de medida idénticos.

- Protocolos de calibracion y control de calidad comparables.

Nota: Se recomienda el uso del siguiente cuestionario elaborado por el CLSI para seleccionar individuos de

referencia.

Ejemplo de cuestionario elaborado por el CLSI:

TOUER COMMUNITY.

SUBIECTID#

ALL INFORMATION IS STRICTLY CONFIDENWTIAL AND IS FOR USE WHEN DIAGNOSING ILLNESS AMONG MEMEEES OF

SAMPLE Iy #

WAME:

PHONE

LAST FIRST

ANDRESS:;

MIDDLE

AGE; (YRS) SEX- (M)

HEIGHT FT N

C-CCUPATION:

(F) RACE:

WEIGHT: LBS

PHYSICTAN NAME

DO YOU CONSIDER YOUERSELF TO BE HEALTHY?

D0 YOU EXERCISE REGULARLYT
IF YES, HOW OFTEN? (HE.S PER. WE)

0 )]

AND DEGREE OF ACTIVITYT (LIGHT)1 2 34 56 7 8 0 10 (VIGOROUS)

IF YES, PLEASE DESCRIBE,

HAVE YOU BEEN SICKE RECENTLY? 49 )
IF YES, WHEN? AND WEHAT?

ARE YOU TAKING ANY PRESCRIBED MEDICATION? ) i)
IF YES, WHAT?

00 YOU HAVE HIGH BLOOD PRESSURE? (X} )

DO YOU TAKE VITAMIN SUPPLEMENTS? (¥} )
IF YES, WHAT?

ARE YOU EXPOSED TO ANY HAZARDOUS CHEMICALS IN¥ YOUR JOB? () ()
IF YES, WHAT?

D0 YOU USE TOBACCO? (X} )
TF YES, WHAT FORM? HOW OFTENT

D0 YOU EAT A SPECTAL DIET? () )
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D0 YOU DREINE ALCOHOLIC BEVERAGES? Yy )
IF YES, WHAT FORM? HOW OFTEN?
ARE YOTU CURRENTLY UNDER A DOCTOR'S CARE? (¥} ()
IF YES, WHY?
HAVE YOU BEEN HOSPITALIZED RECENTLY? 49 i)
IF YES, WHY? WHEN?
ARE THERE ANY INHERITED HEAL TH DISORDERS IN YOUR FAMILY? v9] @

IF YES, DESCRIBE:

HAVE YOU TAEEN ASPIEIN OF. ANY PATN RELIEVERS RECENTLY™? 4y )
IF YES, WHAT? WHERN?,

HAVE YOU TAEEN ANY COLD OF. ALLERGY MEDICINE RECENTLY? 4y )
IF YES, WHAT? WHEN?

HAVE YOU TAEEN ANY ANTACIDS OF STOMACH MEDICINE RECENTLYT (Y} (1]
IF YES, WHAT? WHEN?

AREYOU TAKING DIET PILLS? 49 )

FOE. WOMEN:

ABRE YOU STILL MENSTRUATING? 49 )

IF YES, WHEN WAS YOUE LAST PERIOD?

IF N0, ARE YOU 0N HORMONE REPLACEMENT THERADY? () o)
ARE YOU BREAST-FEEDING? v o)
ARE YOU PREGNANT? m o)

IF YES, WHAT IS YOUBR. DUE DATE?

ARE YOU USING ORAL OF. IMPLANT CONTEACEPTIVES? 49 iy}
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CUESTIONARIO MODELO DEL CLSI (traducido)

EMFERMEDADES EMTRE LOS MIEMERCE DE SU COMUNIDAD

|0 PACIENTE: ID MUESTRA:

TODA INFORMACION ES ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL ¥ S0LO SERVIRA FPARA USARSE EM EL DIAGMNOSTICD DE

APELLIDOS Y MOMEBRES:

TELF/CEL:

DIRECCION:
EDAD: (AND3)  SEXO: (M} (F) RAZA:

TALLA: |METRCSE] PESC: [Ez]
OCURPACION:

MOMBRE DEL MEDICO /PROFESIOMNAL DE SALUD:

:SE COMSIDERA SALUDABLE? sl ) NOH )

¢HACE EJERCICIO REGULARMENTE gl ] MNOY )
S MARCO “S17. 2CUIANTAS VECES? [HORAS POR SEMAMA):

¥ LA INTENEIDAD DEL EIERCICID ES:

iHAS ESTADO EMFERMO RECIEMTEMENTE? gl ] NO{ )
SIMARCO 517, 2 CUANDO?

[miarqua un ndmera)
[ZUAYE] 1 2 3 4 5 5 7 B 5 10 [VISOROSD)

<DE QUE ESTUWO ENFERMO?
TORA ALGURN MEDICAMENTO:

S MARCO Y517, #CUAL ES EL MOMEBRE?:

ESUFRE DE PRESION ALTA: 2l ) L)
TOMA ALGUN SUFLEMENTD DE VITAMINASY 2 ) MO
SIMARCO “E17, 2CUALES WITAMINAS?:

H& ESTADD EXFUESTO A ALGUN RIESGO BIOLDGICD EM SU TRABAID:

20 MO |
Sl MARCO YEI", sCUAL ES EL RIESGO?:
COMSUME TABACO: =l ) N[ |
S MARCO YEI", DE QUE TIFC: ¢FRECUEMZIAT:
USTED COMSUME ALGUMNA DIETA ESPECIAL: 2l ) MO )

Sl MARCO Y517, DESCRIBALA POR FAVOR:

USTED COMSUME BEBIDAS ALCOHOLICAS: gl ] MNOY )

21 MARCO “517, DE QUE TIFC: cFRECUENCIAT:
ZESTA USTED BAIO ATEMCION MEDICA ACTUALMENTE?: S MO |
S MARCO VEIT, ACUALES LA CALUSAT:

HAZIDD HOEPITALZADD ULTIMAMENTE? S MO

21 MARCO 3, :POROUE?: CUANDO?Y:

HAY ALGUM DESCRIDEM DE SALUD EN SU FARILIA QUE ES HEREDADO?
200 MO |
5l MARCO “51°, DESCRIBA POR FAVOR:

FHATOMADO ASPIRIMA O ALGUN ANALGESICD RECIEMTEMEMNTE?:
200 MOl |
5l MARCO 51, cCUALY ACUAMDO?:

FHATOMADD ALGUMNA MEDICINA PARA LAS ALERGIAS RECIEMTEMEMTE?
200 NO[ ]
Bl MARCO 31, cCUALR: ACUAMDO?:

FHATOMADD ALGUN ANTIACIDD O MEDICIMA PARA EL ESTOMAGO RECIEMTEMENTE?
20 MO |

S MARCO 31, sCUALR: SCUANDO?:
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iHA TOMADO PASTILLAS PARA ADELGAZAR?
i) MO[ )

SECCIOM DE PREGUNTAS 50L0 PARA MUJERES:

JESTA MESTRUANDO? 51 ] NO[ )

S| MARCE 81, ;CUANDO FUE TU ULTIMEO PERICDO?:

S| MARCS NG, (ESTA EN TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL?: s ) NO(
JESTA AMAMANTAMDO? s ] NO[ )

(ESTA EMBARAZADA? s1 ] NO[ )

SI MARCO 51, JZCUAL ES TU FECHA PREVISTA DE PARTO?:

UTILIZA ANTICOMCERTIVOS DE ALGUMN TIPO COMO ORALES O IMPLANMTES:
S ) NO[ )
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