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Wallace Henry Coulter February 17, 1913 - August 7, 1998

Introduccion

Wallace H. Coulter fue un prolifico inventor, un innovador y emprendedor. Aunque algunas personas
pueden no saber su nombre, sus invenciones e ideas han afectado practicamente a todo el mundo.

El Principio de Coulter (USPTO # 2656508), desarrollado en 1948, es una de sus mas de 80 patentes,
muchas de las cuales fueron invenciones realizados afos mas tarde. El principio de Coulter o "zona de
deteccién electréonica" es un método para el recuento y medicién de las particulas suspendidas en un
fluido. El Principio Coulter trajo grandes avances en ciencia, medicina y en la industria. De hecho,
todavia toca la vida de todos hoy, al realizar un andlisis de sangre, para pintar su casa, beber cerveza,
comer chocolate, tragar una pastilla o aplicarse cosméticos. Es fundamental para toners y ceramicas, asi
como también en la exploracién del espacio.

Nacido en Little Rock y criado en McGehee, Arkansas, Wallace era un hombre humilde integro,
impulsado por la filosofia de la ciencia al servicio de la humanidad. Con su hermano Joseph R. Coulter,
Jr., Wallace fundé la Corporaciéon Coulter y liderd esta empresa privada global de diagnéstico durante
toda su historia de 40 anos. En 1997, Beckman Instruments adquiri6 la Corporacién Coulter. Cuando
Wallace fallecié en agosto de 1998, su patrimonio fundé la Fundacién Wallace H. Coulter. La Fundacién
continda su mision trabajando con dieciséis universidades lideres de Estados Unidos implementando
procesos de desarrollo de productos usados en la industria medica cuyo propédsito es el de acelerar y au-
mentar el niimero de invenciones e innovaciones desarrolladas en las universidades que se convierten en
productos que benefician pacientes. Cien afios después de su nacimiento, y mas de una década después
de su muerte, este héroe americano deja atras el legado de sus logros, asi como colegas, socios, amigos
y familiares en todo el mundo que se inspiraron en su influencia y contintian con su misién de la ciencia
al servicio de la humanidad.

"Decir poco y lograr mucho demuestra las caracteristicas de un gran hombre."”
Wallace Coulter
The Owl-1929 High School Yearbook, McGehee, AR

El Hombre

Wallace Coulter crecié durante la era de la invencién. Nacido en febrero de 1913, Wallace pasé sus
primeros afnos en McGehee, Arkansas, un pequefio pueblo cerca de Little Rock. Wallace siempre tuvo
una mente inquisitiva. A los tres afios, quedd fascinado con los nimeros y los dispositivos. Cuando se
le ofrecié una bicicleta para su undécimo cumpleafios, el solicité en su lugar su primer dispositivo de
radio. Después de graduarse de la escuela secundaria a los 16 afios, asistié a su primer afio de universi-
dad en el Westminster College en Fulton, Missouri, sin embargo, su interés en la electrénica lo impulsé
a transferirse al Instituto de Tecnologia de Georgia para su segundo y tercer afno de estudio. Esto fue a
principios de 1930, y debido a la Gran Depresién, no pudo completar su educacién formal.

El interés de Wallace en la electrénica se manifesté en una variedad de puestos de trabajo no con-
vencionales. Por ejemplo, trabajé para la radio WNDR en Memphis, TN como locutor auxiliar, en man-



tenimiento de equipos y en la realizacion de algunos de los primeros experimentos en comunicaciones
moéviles. En 1935, se unié a General Electric X-Ray como un ingeniero de ventas y servicio en el area
mantenimiento de equipos médicos en Chicago. Aunque la practica de las empresas estadounidenses de
emplear expatriados no era comun antes de la Segunda Guerra Mundial, cuando la posibilidad de cubrir
el Lejano Oriente estuvo disponible, Wallace aproveché la oportunidad de vivir y trabajar en el extranjero.
Durante los siguientes veinticuatro meses Wallace se basé en Manila, Shanghai y Singapur, brindando
servicios a todo el Extremo Oriente. Admiraba el exuberante paisaje y la variedad de frutas tropicales
y quedé fascinado con la historia China, su arte y su cultura. Wallace estaba en Singapur cuando los
Japoneses amenazaron la ciudad a finales de 1941. En diciembre, cuando los Japoneses comenzaron a
bombardear la ciudad, se encontré con un pequeno barco de carga con destino a la India y se fue al am-
paro de la oscuridad. Después de unas semanas en la India, Wallace se dio cuenta de que el regreso a los
Estados Unidos a través de Europa era imposible. Eligié un camino a casa no tan directo, iniciando su
travesia a través de Africa y América del Sur. Le tomo6 cerca de 12 meses, por fin regresar a los EUA en
la Navidad de 1942. La estancia de Wallace en el Lejano Oriente y su larga travesia a casa atravesando
cuatro continentes, fue una experiencia transformadora para un joven de una pequena ciudad de Estados
Unidos de América. Influy6 para siempre sus valores, tanto profesionales como personales.

Aunque Wallace Coulter recibié muchos reconocimientos , siempre evitd la publicidad y ser el centro
de atencién. Para Wallace, el logro fue importante y no los elogios. Vivia modestamente e invirtié una
parte extraordinaria de las ganancias de la compania de nuevo en la investigacién y el desarrollo. Wal-
lace permaneci6 solo durante toda su vida, su empresa y sus empleados se convirtieron en su familia.
Wallace era un hombre compasivo que siempre animo a sus empleados a sonar y hacer lo mejor. El ayudé
personalmente a muchos de los empleados y a sus familias, proporcionando préstamos, becas y patro-
cinios. Tras la venta de la Corporacién Coulter, Wallace se aseguré de que su familia de empleados se
beneficiara mediante la asignacién de un fondo total de $ 100 millones para que se pagara, en funcién
de sus afios de servicio, a cada uno de los empleados en todo el mundo.

"Cuando Joe y yo estabamos perfeccionando el Principio de Coulter, dificilmente
pudimos haber soriado con la explosién tecnologica que se derivaria de ello.”
Wallace Coulter

1995

El Inventor

Después de la guerra, Wallace trabaj6 para varias empresas de electrénica, incluyendo Raytheon y
Mittleman Electronics en Chicago. Como todo gran inventor, Wallace mantiene un laboratorio de garaje
en su casa para trabajar con ideas y proyectos prometedores.

Trabajando en un proyecto para el Departamento de Investigaciéon Naval, Wallace estaba tratando de
estandarizar el tamafo de particulas de pigmento utilizados en la pintura en los acorazados de Estados
Unidos con el fin de mejorar su adherencia al casco. Una fria noche de invierno tempestuoso, Wallace
encontré que el suministro de pintura para el experimento se habia congelado mientras él estaba fuera.
Como no queria volver a la intemperie, se pregunté: ";Qué sustancia tiene una viscosidad similar a la
pintura y esta facilmente disponible?" Usando su propia sangre, una aguja y un poco de celofan, invento
lo que mas tarde se conocié como el Principio Coulter® — el principio de la utilizaciéon de impedancia elec-
tronica para contar y medir particulas microscépicas suspendidas en un fluido.

Los primeros intentos de Wallace de patentar su invento fueron rechazados por mas de un abogado
que creia que "no se puede patentar un agujero". Persistente como siempre, Wallace finalmente solicité su
primera patente en 1949 y se emitié (USPTO # 2656508) el 20 de octubre de 1953. El Principio Coulter es
responsable de gran parte de las practicas actuales en los laboratorios clinicos en el area de hematologia.
Hoy en dia y todavia después de 60 afios, la mayoria de los recuentos sanguineos completos (CBC, por
sus siglas en inglés) se realizan en instrumentos utilizando el Principio Coulter.



"Todos los problemas tienen solucién... sélo debemos romperlos en trozos pequeriosy
resolver de una sola pieza a la vez"
Wallace Coulter

El innovador

Las dos grandes pasiones de la vida de Wallace eran aplicar los principios de la ingenieria para
ayudar a resolver los desafios clinicos y abrazar asi a la diversidad de las culturas del mundo. Su primera
pasién lo llevo a inventar el Principio Coulter™. Su segunda pasién lo llevé a establecer mas de veinte
subsidiarias internacionales. Luego esto se transformoé en una practica estandar de negocios, Wallace
identificé que era imperativo emplear personal local para servir a sus clientes.

Cuando era llamado a desempefiar tareas en hospitales trabajando para GE, Wallace observo a los
trabajadores dellaboratorio inclinados sobre los microscopios contando manualmentelas células sanguineas
desparramadas sobre porta objetos. Practico como siempre, y sabiendo que debia existir una forma mas
facil de realizar esa tarea, Wallace focaliz6 la primera aplicacion del Principio Coulter en el recuento de
glébulos rojos. Este instrumento fue conocido como el Contador™ Coulter®. Mediante la automatizacién
de este proceso laborioso que se realizaba con anterioridad de forma manual, Wallace revolucioné la
practica de la hematologia en el laboratorio clinico. A través de lo que se ha convertido en la prueba de
diagnéstico mas solicitada en el mundo entero, el recuento completo de células sanguineas (CBC, por
sus siglas en inglés), Wallace ayudé a cambiar de manera radical la relacion médico paciente. Wallace
también fue pionero en el campo de la citometria de flujo y anticuerpos monoclonales. Estas tecnologias
son utilizadas en la caracterizacién y tratamiento del cancer, leucemia y enfermedades infecciosas. El
anticuerpo B-1 (anti-CD20, por sus siglas en inglés), comercializado como Bexxar, desarrollado bajo su
direcciéon esta aprobado por la FDA para pacientes con linfoma folicular para pacientes con recaida o las
cuales la enfermedad persiste después del tratamiento inicial.

“Los desafios son buenos, y verdaderamente teniamos una gran cantidad de ellos”

Wallace Coulter

El empresario

En 1958, Wallace y su hermano, Joseph R. Coulter, Jr., fundaron Coulter Electronics para fabricar,
comercializar y distribuir sus Contadores Coulter. Desde los comienzos fue una empresa familiar, con
el Sr. Joseph, su padre, desempenandose como secretario tesorero. Wallace y Joe, Jr. construyeron los
primeros modelos, los cargaron en sus carros y vendieron personalmente cada unidad. En 1959, para
proteger los derechos de patente, se establecieron subsidiarias en el Reino Unido y Francia. En 1961,
los hermanos Coulter trasladaron su empresa en crecimiento al area de Miami, Florida, donde ellos
permanecieron por el resto de sus vidas.

Wallace insisti6 en que la compania debia mantener la cadena completa de suministro: investig-
acién y desarrollo, fabricacién, distribucién, ventas financiacién, entrenamiento y servicio y soporte post
venta. De hecho la Corporacién Coulter fue la primera compainiia de diagndstico que daba soporte a sus
Instrumentos con los reactivos y materiales de control necesarios para la operacién completa del sistema.

Bajo el mando de Wallace como presidente, la compania se convirtié en la industria lider en equi-
pamiento para el analisis de células sanguineas, empleando casi 6.000 personas en 19 paises, con mas
de 50.000 instalaciones de instrumentos. La compania ha dado lugar a una familia entera de instrumen-
tos, reactivos y controles, no solamente en el area de hematologia sino también para citometria de flujo,
analisis industrial de particulas finas y otros diagnésticos de laboratorio.



En la década de los 90, la Corporaciéon Coulter era una de las mas grandes empresas privadas de
diagnostico en el mundo. En Octubre de 1997, la Corporaciéon Coulter fue adquirida por Beckman Instru-
ments, Inc., y la compania paso6 a ser conocida como Beckman Coulter, Inc.

“Vamos a hacerlo mas facil, mas rapido y de manera mads confiable que nunca para
diagnosticar enfermedades. El paciente sera el gran beneficiado.”
Wallace Coulter

El legado

Wallace fue una persona muy reservada que no buscé reconocimiento publico, pero sus logros son
numerosos. Recibi6 alrededor de 80 patentes, muchas de las cuales le fueron asignadas por los descu-
brimientos realizados afos después de la invencién del principio Coulter®. Wallace Coulter fue galar-
donado con el prestigioso premio John Scott por su labor cientifica que se les otorga a inventores cuyas
innovaciones han tenido un efecto revolucionario sobre la humanidad. Con este premio creado en 1816
para “los hombres y las mujeres ingeniosas”, Wallace se unié a sus héroes de la infancia; Thomas Edison,
Maria Curie, Jonas Salk y Guillermo Marconi.

Recibié doctorados honorarios del Georgia Institute of Technology, Westminster College,la Universidad
de Clarkson, la Universidad de Miami y la Universidad Barry. Fue honrado con el Premio IEEE Morris
E. Leeds, Industrial del Ano Florida, y el Buyline Samme Lifetime Achievement Award MD. Wallace es
la Gnica persona que no siendo médico o un hematélogo ha recibido por parte de la Sociedad Americana
de Hematologia (ASH, por sus siglas en inglés) el Premio al Servicio Distinguido por su enorme con-
tribucién al campo de la hematologia. El fue el destinatario del Association of Clinical Scientist's Gold
Headed Cane Award y miembro del Instituto Americano de Ingenieria Médica y Biolégica (AIMBE, por
sus siglas en inglés). En 1998, fue incluido en la Academia Nacional de Ingenieria. En 2004, Wallace fue
incluido en el National Inventor’s Hall of Fame. En el 2013, afio de centésimo aniversario fue reconocido
como el primer recipiente del “Golden Goose Award” que reconoce a cientificos e ingenieros los cuales a
través de investigaciones fundadas por el gobierno Americano han tenido un profundo impacto para la
humanidad y creado gran beneficio economico para la nacion.

Cuando Wallace falleci6 en agosto de 1998, dono toda su riqueza para la formacion de la Fundacion
Wallace H. Coulter. La Fundacién continda su legado, trabajando con las principales universidades de
Estados Unidos para establecer un proceso de tipo empresarial para acelerar la introduccién de las inno-
vaciones académicas del area de la salud en el mercado con el objetivo de mejorar la atencion al paciente.
Ademas, en reconocimiento a la pasién de Wallace para mejorar la atencién sanitaria en los paises en
desarrollo, la Fundacion esta trabajando en colaboracion con las sociedades médicas de Estados Unidos
para llevar a los dltimos avances en las practicas médicas y de laboratorio para estos paises. De especial
interés es el trabajo de la Fundacion en América Latina con la Asociacién Americana de Quimica Clinica
(AACC, por sus siglas en inglés) y la Sociedad Americana de Hematologia (ASH, por sus siglas en in-
glés). En el tercer ano de un compromiso de ocho afnos, con el objetivo de llegar a 5.000 profesionales de
América Latina, el objetivo de la iniciativa juntamente con la AACC es elevar la practica de la calidad
analitica en los laboratorios clinicos. Trabajando con la Sociedad Americana de Hematologia (ASH siglas
en Ingles) la Fundacién, en 2007, se estrené los Highlights of ASH® para ofrecer programas educativos
sobre los avances en los tratamientos clinicos para los pacientes con cancer de la sangre y otros trastornos
sanguineos. El programa tuvo tanto éxito que se ha convertido en un encuentro anual.

Ahora, cien afios después de su nacimiento, y mas de una década después de su muerte, este héroe
americano deja atras el legado de sus logros, asi como colegas, socios, amigos y familiares en todo el
mundo que se inspiraron en su influencia y continiian su misién de lograr que la ciencia esté al servicio
de la humanidad.



Prélogo a la edicion Wallace Coulter
James O. Westgard, PhD

Validacion Basica de Método es parte de una trilogia de libros “de vuelta a los principios basicos”
que se enfocan en el manejo de la calidad analitica. Los otros dos libros son Practicas Basicas de Control
de la Calidad y Planificacién Basica para la Calidad. Cuando yo ensefio estos materiales, comienzo con
la validacién de métodos ya que introduce los conceptos basicos del desempefio analitico y las técnicas
estadisticas y experimentales que se necesitan para describir el desempefio en términos cuantitativos.
Estos conceptos conllevan la practica de Control Estadistico Interno de la Calidad y la seleccién de pro-
cedimientos de Control de la Calidad 6ptimos a través del disefio y la planificacién de la calidad.

La fuente original de este enfoque de la validaciéon de métodos retrocede treinta afios en el tiempo a
una serie de documentos que fueron publicados en el “American Journal of Medical Technology” y mas
tarde como una monografia titulada “Method Evaluation”. Mis co-autores eran Diane J de Vos, Marian
R. Hunt, Else F. Quam, R. Neill Carey, y Carl C. Garber, todos los cuales trabajaban en la Universidad de
Wisconsin. Introdujimos este enfoque en los talleres que ddbamos en los encuentros nacionales ASMT y
AACC. Hoy en dia, Niell y Carl, junto con David Koch, contintian ensefiando este enfoque en el encuentro
nacional AACC. Ahora ellos tienen el record del taller mas largo en la historia de AACC.

Esta edicién brinda importantes actualizaciones basadas en nuevos requisitos regulatorios y es-
tandares de buenas practicas, particularmente los Gltimos lineamientos de CLSI (Clinical and Labo-
ratory Standards Institute):

*  Regulaciones y requisitos de acreditacion actualizados de CLIA;
*  Un capitulo revisado sobre el rango reportable que incluye la verificacién de la calibracién;

*  Un capitulo revisado sobre limites de deteccién que incluye los conceptos de Limite en Blanco,
Limite de Deteccion y Limite de Cuantificaciéon, como se recomienda en los lineamientos de la
guia CLSI EP17 A;

*  Una Carta de Decisién de Método actualizado que incluye criterios para el desempeno 2, 3, 4, 5
y 6-Sigma;

*  Un nuevo capitulo acerca de la estimacion de la veracidad y precisién basada en los lineamien-
tos de la guia CLSI EP15 — A2, que incluye instrucciones para realizar los calculos requeridos
utilizando hojas de calculo electrdnicas;

*  Un nuevo capitulo acerca de los estandares globales en desarrollo (ISO, International Stan-
dards Organization), ISO 15189 y los conceptos de veracidad e incertidumbre de medicion;

*  Un nuevo capitulo acerca de las métricas Seis Sigma, que incluyen instrucciones para convertir
los datos de la validaciéon de método a la métrica Sigma.

Por mas de treinta afos, he trabajado en el control de la calidad y la validacion de métodos. Mientras
que las estadisticas, las ecuaciones y los calculos no cambian, el contexto y el entorno estan en constante
evolucién. Espero que esta tercera edicién los ayude a entender estos numeros de validacion de métodos
en el contexto adecuado de su laboratorio.

James O. Westgard
Madison Wisconsin
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En primer lugar, Sten Westgard merece el crédito por la “férmula” utilizada para desarrollar
estos materiales. Kl es el responsable de la publicacién de estos materiales y también brinda una
fuerza impulsora para su finalizacién. A mi edad, necesito fechas limite para finalizar las cosas y las
consegui gracias a Sten.

Varios colegas me han ayudado en el desarrollo de estos materiales, incluyendo a Elsa Quam
y Patricia Barry quienes han sido mis socias por largo tiempo en los Laboratorios Clinicos de la
Universidad de Wisconsin Hospital y Clinica. Sharon Ehrmeyer continta ayudando a clarificar el
maravilloso mundo de las reglas CLIA, sus regulaciones y lineamientos de acreditacién e inspecciéon
relacionados. Neill Carey contribuy6 con su experiencia y conocimiento para hacer que la presentacién
de los lineamientos del EP15 resultara practica y util.

Los mapas antiguos que aparecen en este libro son parte de una pequena coleccién personal. Espero
que los encuentren tutiles para ilustrar las ideas principales en el libro, asi como también interesantes
y bellos documento histéricos.

En la Fundacién Wallace Coulter, queremos agradecer por sus incansables esfuerzos y apoyo a
Elias Caro , Mara Neal y Sue Van. Sin ellos este libro no hubiese existido.
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Hay mas en linea en “Westgard Web”

Para hacer lugar a todas las actualizaciones, revisiones y capitulos nuevos por completo
dentro del libro, sin que fuera demasiado extenso, tuvimos que hacer algunos recortes. Notable-
mente, tuvimos que recortar el glosario y las listas de referencia.

Pero no se preocupe, puede ver estas fuentes si las necesita.

Puede ir a http://www.westgard.com/bmv/extras.html para el acceso y los enlaces a estas
funciones:

* Preguntas frecuentes (FAQs, por sus siglas en inglés)

* Glosario de términos

+ Lista completa de referencia para este libro

* Enlaces a hojas de calculo, hojas de trabajo y otras descargas

* Enlaces a calculadoras para Validaciéon de Métodos, incluyendo algunas calculadoras
que no estan disponibles para el publico en general.
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1: ¢ Es la calidad aun un asunto relevante para
los examenes de laboratorio?

En este capitulo introductorio, el Dr. Westgard desafia las ideas actuales de
que la calidad analitica es mejor que la necesaria para el cuidado de la salud.
Haciendo uso de mapas historicos reconocidos como los registros mas fiables
y exactos de esos tiempos, 1lustra que las “verdades” populares pueden estar
bien documentadas y tener amplio crédito, y aun asi ser erroneas. El afirma
la necesidad de definir los requisitos de la calidad para manejar la calidad en
forma cuantitativa.

Objetivos:
Comenzar a pensar en la calidad de forma critica.

Reconocer que las creencias actuales sobre la calidad podrian no estar
efectivamente fundamentadas.

+ Identificar los puntos criticos en el manejo de la calidad en forma
cuantitativa.

Materiales del capitulo:
Mitos de la calidad, por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar la leccion.

Encontrar qué calidad es necesaria para una prueba de colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+  (Por qué existen hoy en dia mitos sobre la calidad en el laboratorio clinico?

* /Qué se puede hacer para mejorar las practicas de gerenciamiento de la
calidad en el laboratorio clinico?

das newe Mexcica nehens der Fusel Calyormen.
] Lig:34°

240 2,50 6o 270

iLa isla mitica de California!

NOVEAU MEXIQUE ET CALIFORNIA, por Alan Mallet, Paris 1686. La miniatura de un mapa francés
que muestra California como una isla plana... un mito que persistio desde 1620 por mds de 100 afios.
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Mitos de la Calidad

James O. Westgard, PhD

{UN MITO es una Historia, Teoria o Hipotesis Equivocada!

Mitos Historicos de la Cartografia

Isla mitica de California. ;Sabias que California fue una isla? Est4 bien
documentado en los mapas de mejor reputacion del siglo XVII que California
estaba completamente rodeada de agua. Por ejemplo, vea el mapa adjunto que
muestra la Isle de Californie. Ahi esta, documentado en blanco y negro, prueba
de que California fue una isla.

Este mapa de Nouveau Mexique et Californie hecho por Alain Mallet fue
publicado en 1686 en la Description de I’'Univers (Paris). Mallet copi6 el mod-
elo de California que apareciera en un mapa anterior hecho por Sanson, que
era uno de los mas distinguidos cartoégrafos franceses (era muy comun que los
cartografos se copiaran los trabajos unos a otros). Cuando aparecia un nuevo
descubrimiento en un mapa, era ampliamente “diseminado” en los otros mapas
de la época. El descubrimiento de que California era una isla fue documentado
por primera vez en 1622 y persistio en cartas geograficas hasta 1750, a pesar de
que la evidencia en 1705 claramente establecia que esto era un mito.

Isla mitica de Friesland. De hecho, hay toda una historia sobre las islas
miticas, lo que sugiere que estos mitos no son tan atipicos como uno podria
esperar. A finales del siglo XVI, uno de los mas famosos cartéografos, Abraham
Ortelius, realiz6 un mapa del Atlantico Norte que mostraba la isla de Friesland
que yacia a unos pocos kilometros al suroeste de Islandia, complementado con
una descripcion detallada de la zona costera, los puertos, la gente que vivia
ahi, su aspecto fisico y su modus vivendi. Es un mapa hermoso, decorado con
barcos zarpando y especies marinas, y era el mapa mas reconocido del area en
ese tiempo. El Gnico problema era que Friesland no existia. Cuando la gente
zarpaba hacia el nuevo mundo y pasaba Islandia, adscribian mas y mas detalles
y daban mayor realidad a Friesland porque suponian que era el siguiente cuerpo
de tierra.
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jLa isla mitica de Freisland!

SEPTENTRIONALES REGIONES, por Philip Galle, Amberes, 1595. Una miniatura de
un famoso mapa de Ortelius de la reion del Atlantico norte que muestra la miticaisla de
Friesland (ver cuadro) localizada al suroeste de Islandia.

Isla mitica en el Lago Superior. Otro ejemplo que es de interés a
aquellos de nosotros que somos del medio oeste norteamericano son las islas de
Ponchartrain y Phillipeaux en el Lago Superior. Cuando la frontera entre los
Estados Unidos y Canada fue establecida por el Tratado de Paris en 1783 se
decidi6 que estasislas fueran parte de E.U.A. En los inicios del siglo XIX, cuando
se estaba estableciendo Wisconsin, el gobierno de E.U.A. envi6 exploradores a
cartografiar el area de forma mas completa, jpero no pudieron encontrar estas
1slas! Se mostraban en todos los mapas de la época, pero no aparecian sobre el
agua. Al parecer, los exploradores crearon estas islas y les dieron el nombre del
Ministro de Gobernacion que estaba patrocinando sus investigaciones. Probable-
mente estaban tratando de conseguir mas dinero para exploraciones futuras y
necesitaban algunos descubrimientos preliminares que justificaran esto.
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jLa isla mitica en el Lago Superior!

LES LACS DU CANADA et NOUVELLE ANGLETERRE, por Robert de Vaugondy, Paris, 1749.
Este mapa muestra el Lac Superieur con la verdadera Isla Royal y las islas miticas de Phillipeaux,

Pontchartrain, Maurepas, St. Anne.

Mitos modernos de la calidad

Estos mitos cartograficos son divertidos en retrospectiva, pero fueron tomados
muy seriamente en la época y crearon problemas posteriores. Existen mitos hoy
en dia que también se toman seriamente y que causaran serios problemas en el

futuro. Algunos de ellos repercuten muy cerca de casa..
de la salud y la calidad de los exdmenes de laboratorio.

. la calidad del cuidado

Mito: El Aseguramiento de la Calidad (AC) asegura la calidad en
el cuidado de la salud. Es un cuento erréneo que pone un buen giro a los es-
fuerzos actuales de medir la calidad en el cuidado de la salud. Como profesion-
ales de la salud, hablamos de aseguramiento de la calidad (AC), pero nuestros
programas de aseguramiento de la calidad (que usualmente son requisitos para
la regulaciéon y la acreditacion) se enfrentan en primera instancia con el des-
empeno de las mediciones. La Evaluacion de la Calidad seria un mejor nombre
para estos esfuerzos. En tanto que es importante evaluar la calidad para saber
qué tan bien vamos, medir la calidad no asegura que la calidad necesaria sera

pagina 5



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

alcanzada. Lograr la calidad requiere, de hecho, de un disefio y una planificaciéon
de la calidad, que comienza con la definicion de la calidad que se necesita, para
luego construir esa calidad en el proceso.

Mito: El Control Estadistico Interno de la Calidad (CC) controla la
calidad de los examenes de laboratorio. Es una teoria erréonea que el uso
de la estadistica de algin modo asegura que los resultados de los examenes del
laboratorio tienen la calidad necesaria. Virtualmente todos los laboratorios apli-
can Control Estadistico Interno de la Calidad (CC) como parte de sus esfuerzos
para asegurar la calidad de los examenes de laboratorio. Mientras que podria-
amos no entender la teoria o la estadistica, ain creemos que algo magico ocurre
gracias a esa estadistica. De algiin modo, al analizar los controles y graficar
los resultados en cartas de control, esperamos controlar la calidad de nuestros
procesos de examen, incluso atn si no entendemos como funciona.

Mito: La Calidad puede ser controlada incluso si no se conocen la
calidad requerida. Es una hipotesis erronea que la calidad puede ser contro-
lada cuando no sabemos cual es la calidad necesaria. Muy pocos laboratorios han
definido la calidad analitica necesaria para los exdmenes que realizan. ;Cémo es
posible que sepamos que estamos logrando lo desconocido? ;| Puede usted manejar
las finanzas del laboratorio sin conocer el presupuesto? |No necesita saber los
requisitos de la calidad para un examen de laboratorio si piensa controlar la
calidad de los procesos de examen?

Mito: Los requisitos de la calidad necesitan considerar sélo a la
imprecisiony a la inexactitud. Este problema con los requisitos de la calidad
resulta incluso mas complicado. Las ideas actuales acerca de las metas y los
requisitos de la calidad son erréneas porque consideran soélo las caracteristicas
de desempeno del método estable (imprecision e inexactitud). Si el desempeno
es estable, /por qué molestarnos en hacer control de la calidad en absoluto? Si
el CC es necesario, ;jno tenemos que considerar las caracteristicas de desempeno
de los procedimientos de CC (probabilidad de deteccién de errores y de falsos
rechazos) en los esquemas a lograr?

Mito: Los métodos de laboratorio actuales tienen mejor imprecision
e inexactitud que la necesaria. El efecto neto de todos estos mitos es la cre-
encia de que el desempeno de los métodos actuales de laboratorio es mejor que
el que exigen las necesidades médicas. Esta creencia esta basada en una teoria
errénea de establecimiento de metas de la calidad, una hipétesis errénea al
1igualar todas las variaciones médicas tolerables con la variacién analitica, sin
tomar en cuenta la variabilidad biolégica del propio sujeto, y la presuncion de
que los procedimientos de CC tienen curvas de respuesta ideales que pueden
detectar cualquier cambio en el desempeno, sin importar cuan pequeno sea.
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Mito: La calidad analitica se da por sentado hoy en dia. Como conse-
cuencia de estos mitos, hay un sentimiento comtn hoy en dia de dar por sentado
a la calidad analitica, esto es, que la calidad analitica por si misma es asumida
hoy en dia. En el medio de programas Seis Sigma, Lean, Manejo de Riesgos,
y Manejo Total de la Calidad (MTC), es a menudo asumido erréneamente que
los problemas en el manejo técnico de la calidad ya han sido resueltos. Esto
representa la hipodtesis erronea de que los esfuerzos en el pasado han resuelto
todas las dificultades técnicas, asi que ahora podemos pasar a nuevos asuntos
que estén en boga, tales como el monitoreo de la satisfacciéon del usuario, la
medicion de los resultados de pacientes, etc.

Mito: No se necesitan otras mejoras en la calidad analitica. El resul-
tado colectivo de todos estos mitos es un falso sentimiento de seguridad respecto
a la calidad de los procesos de examen del laboratorio. Muchos piensan que la
calidad analitica es tan buena que no se necesitan nuevas mejoras. Este es el
mito mas grave de todos porque nos hace condescendientes con lo que estamos
haciendo y obstaculiza los esfuerzos de mejorar a la calidad analitica de los
examenes de laboratorio.

Mito: El gobierno regula los examenes de laboratorio para asegu-
rarse de que la calidad es aceptable. Si bien es cierto que la FDA (Food
and Drug Administration) aprueba los nuevos examenes y sistemas analiti-
cos, es importante comprender que esta depuracién esta basada solamente en
la “verdad en el etiquetado”. Se solicita a los fabricantes presentar pruebas
sobre ciertas caracteristicas de desempeno, como el rango reportable, precision,
exactitud, interferencia, limite de deteccion y intervalos de referencia, y referir
los datos que respalden esas pruebas. Los procesos de la FDA se enfocan en si
los datos confirman o no las pruebas presentadas por los fabricantes, no en si
la calidad del proceso de examen es o no aceptable para el cuidado del paciente.
Podriamos creer que los fabricantes no presentarian un nuevo examen para la
depuracion de la FDA a menos que la calidad fuera aceptable, pero esa presun-
cidn no siempre es correcta.

Mito: Los laboratorios deberian enfocarse hoy en dia en los errores
pre-analiticosy post-analiticos debido a que los errores analiticos ya no
son un problema. Esta idea aflor6 en 1990 del CDC (Centers for Disease Con-
trol and Prevention) en un esfuerzo para ampliar los esfuerzos de la evaluacion
de la calidad en los laboratorios clinicos. Mas tarde en los 90, CMS (Centers
for Medicare & Medicaid Services) adoptd esa perspectiva en la revision de las
Reglas Finales de CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) para
incluir el manejo de la calidad del “proceso total de examen”, esto es, las partes
pre-analitica, analitica y post-analitica de la metodologia de examen. Para los
inicios del siglo XXI, esta creencia fue ampliamente adoptada en la comunidad
de los laboratorios clinicos y hoy en dia es usada (y aceptada) como un argumento
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para reducir la cantidad de Control Estadistico Interno de la Calidad aplicada
durante la fase analitica. Satisface nuestro anhelo de hacer menos Control Es-
tadistico Interno de la Calidad, simplificar los examenes de laboratorio y reducir
los costos y eliminar las repeticiones y de resolucién de problemas, todo lo cual
permite a los exdmenes de laboratorio ser realizados en sitios de examen donde
las habilidades técnicas y la experiencia en el laboratorio pueden faltar.

¢ Doénde esta la evidencia?

En esta época de Medicina Basada en Evidencia de Laboratorio, /donde estan los
datos que apoyan estas creencias de que no necesitamos ya preocuparnos por la
calidad analitica? Mientras que tomaria muchas paginas de este libro desaprobar
este conjunto entero de creencias equivocadas, consideremos éste Ultimo mito
(los laboratorios se deben enfocar en las fases pre-analitica y post-analitica del
proceso total de examen) porque descansa en muchas otras creencias. De hecho,
seria el enfoque correcto si los errores analiticos no fueran mas un problema.

Primero, consideremos un modelo mas completo del proceso total de exa-
men, como provee Goldschmidt y cols. (1), mostrado en la figura abajo. Llamado
“modelo de filtros”, la figura ilustra una serie de filtros a través de los cuales una
peticién de un examen de laboratorio, un espécimen y una muestra deben pasar.
En la realidad, estos son filtros matematicos mas que filtros de papel como se
sugiere en la figura, pero como cientificos de laboratorio mas que matematicos,
el enfoque es facil de comprender en la ilustracién. Este modelo mas detallado
describe 5 fases o filtros para la validacién del proceso total de examen.

“Modelo de Filtros” de Estudio de los Errores
Goldschmidt para la Validacion del Laboratorio de
de Examenes de Laboratorio Plebani/Carraro

alidacion Administrativa

60% Pre-analiticos
Validacion de la Muestra

15% Analiticos

Validacion Técnica

25% Post-analiticos

Validacion Clinica

Resultados de Buena Calidad Resultados de Calidad Pobre
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+ Lavalidacién administrativa se refiere a los pasos que comienzan con la
seleccidon y solicitud del examen correcto, la recoleccion de la informacion
correcta para comprender el contexto del examen, asi como la validacién
de las condiciones apropiadas del paciente, la preparacion correcta, etc.;

+ La validacién de la muestra se ocupa de obtener el espécimen correcto
en el momento adecuado del paciente correcto, el procesamiento y
transporte correctos de la muestra, y el uso correcto de esa muestra para
las mediciones analiticas;

+ La validaciéon técnica tiene que ver con obtener la respuesta correcta,
que requiere el conocimiento de la calidad requerida para un examen, la
validacion de la precision y la exactitud del proceso de medicién, disenando
el procedimiento de Control Estadistico Interno de la Calidad correcto, e
1implementandolos procedimientos de medicién y control apropiadamente;

+ La validacién del paciente requiere que los resultados correctos sean
reportados correctamente al registro indicado del paciente y considera si
el resultado del examen es consistente con el conocimiento que se tenga
del paciente (antecedentes), otros resultados de examen de ese paciente,
dentro de la variacion esperada del paciente individual y el grupo de
poblacion apropiada, asicomola relacién de los valores criticos o de alerta,
y la consistencia con las poblaciones de pacientes;

+ La validacion clinica se ocupa de que el paciente reciba el tratamiento
clinico correcto basado en los resultados de los exadmenes y en los servicios
del laboratorio. La validacion clinica va mas alla de lo que se considera

normalmente como parte de la validacion de los resultados de examenes
en E.U.A.

Este esun modelo europeo y demuestra que el paciente yla validaciéon clinica
han sido por largo tiempo una parte critica en la validacién de los examenes de
laboratorio. La validacion clinica y de los pacientes son responsabilidades de los
profesionales del laboratorio. Con el incremento en la carga de trabajo, se han
desarrollado herramientas computarizadas y programas para estandarizar y
facilitar esta “revision clinica” o “Control de la Calidad Clinico”. La importancia
del primer paso (validaciéon administrativa) se vuelve clara en el contexto de la
informacién necesaria para completar esta revision y control clinico.

A continuacién, consideremos los estudios mas recientes y definitivos en las
fuentes de errores del laboratorio (2). Los Drs. Plebani y Carraro han estudiado
los errores del laboratorio por muchos afos y son reconocidos como lideres en
la realizacion de dichos estudios. Sus resultados documentan la distribucion
de errores como se muestra en la figura. Claramente hay mas errores pre-
analiticos (60%) y post-analiticos (25%) que analiticos (15%). Muchos cientificos
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del laboratorio clinico citan estas figuras para apoyar la idea de que los errores
pre-analiticos y post-analiticos son mas importantes que los errores analiticos
y a menudo concluyen que la calidad analitica no es ya un asunto importante.

Sin embargo, una lectura mas detallada del estudio muestra que de un total
de 51.746 examenes, hubo 393 resultados cuestionables, 160 de los cuales fueron
confirmados como errores del laboratorio. De estos 160 errores, 46 causaron un
cuidado inapropiado del paciente, y 24 de esos casos de cuidado inapropiado del
paciente fueron causados por errores analiticos. Esto significa que mas de la
mitad de los casos (562%) de los errores que provocaron un cuidado inapropiado
de la salud de los pacientes se deben a errores analiticos. jLos errores analiticos
todavia son la fuente mas grande e importante de errores que causan dano a
los pacientes!

Necesitamos reconocer que la competencia principal de un laboratorio debe
ser obtener los resultados correctos. Todas las fuentes de error en el proceso de
examen deben ser controladas y monitoreadas cuidadosamente, pero se debe
comenzar con los errores analiticos. Si no podemos, no queremos o no asegura-
mos la calidad analitica de nuestros resultados, entonces no deberiamos estar
en el negocio de la provision de servicios de examenes de laboratorio.

¢ Cual es el punto?

Debe pensar de manera critica sobre la calidad y reconocer que muchas de
nuestras creencias actuales no estan cimentadas en hechos, esto es, no estan
basadas en evidencias cientificas. Estos mitos necesitan ser traidos a la luz si
se va a mejorar el manejo técnico de los procesos analiticos.

iEse es el proposito de esta introducciéon! Debe evaluar criticamente mu-
chas de las practicas del manejo de la calidad que son aceptadas hoy en dia
en los laboratorios. Para comenzar, debe comprender como los requisitos de la
calidad pueden ser definidos, como el desempeno del método deberia ser medido
experimentalmente, como los datos experimentales pueden ser analizados con
estadisticas para estimar las caracteristicas analiticas de desempeno, y como
puede ser juzgada la aceptabilidad del procedimiento de examen.

Una vez que el desempeno de un método ha sido juzgado como aceptable
(Validacion Basica de Métodos), necesita seleccionar un procedimiento de Con-
trol Estadistico Interno de la Calidad que pueda detectar errores cinicamente
significativos (Planificacién de la Calidad o Disefio de la Calidad), hacer medi-
ciones rutinarias del nimero necesario de controles e interpretar los resultados
del control usando los criterios de decision apropiados o las reglas de control
(Practicas Basicas de Control de la Calidad).
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2: ;Como gestiona usted a la calidad?

Los principios del Gestion Total de la Calidad (TQM por sus siglas en inglés)
son adaptados para definir un marco de trabajo para el manejo de la calidad en
un laboratorio al servicio de la salud. Este marco identifica cinco componentes
fundamentales que son necesarios en un proceso de manejo de la calidad para
proveer la mejora continua de la calidad.

Objetivos:
Identificar los componentes fundamentales para el manejo de la calidad.
Explicar el propésito de cada componente.
+ Dar ejemplos de actividades asociadas con cada componente.

Reconocer la fuerza conductora central en este proceso de manejo de la
calidad.

Describir el rol de la validaciéon de métodos en este proceso de manejo de
la calidad.

Materiales del capitulo:

* Gestion de la Calidad - La necesidad de procesos estandar y
estandares para la calidad, por James O. Westgard PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar la leccidn.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ ¢Cuales son los 5 componentes necesarios para gestionar a la calidad?

+ (Doénde se inserta la validacion de métodos en este proceso de gestion de
la calidad?

+ (Por qué es importante la validacién de métodos?

* (/Qué es lo que guia o dirige un proceso de gestién de la calidad?
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Gestion de la Calidad
La necesidad de procesos estandar y los
estandares para la calidad

James O. Westgard, PhD

La calidad debe ser asegurada, no sobreentendida! Tal como se ilustra
en el capitulo anterior, las ideas acerca del estado actual de la calidad en los
examenes de laboratorio y el cuidado de la salud podrian estar influenciadas
por cuentos equivocos, teorias e hipotesis o mitos que no estan sustentados por
datos o hechos. jLa calidad no ocurre espontaneamente! La calidad debe ser
obtenida mediante procesos de trabajo que estén cuidadosamente planeados,
ejecutados eficazmente, controlados 6ptimamente, medidos apropiadamente y
continuamente mejorados, en otras palabras, mediante el manejo adecuado de
la calidad. Esta leccién enfatiza la necesidad de procesos estandar de laboratorio
para proveer una calidad consistente, asi como también estandares para la
calidad para guiar el manejo de esos procesos.

Estandar, procesos estandar, estandares para la
calidad

“Estandar” tiene varios significados en el laboratorio. En términos analiticos,
una solucién estandar provee un valor conocido para la calibracion de un proceso
de examen y representa pureza, veracidad y exactitud. En términos de gestion,
un proceso estandar provee una manera consistente de realizar las cosas, por
ejemplo, un proceso de examen estandar brinda un protocolo bien definido para
realizar un examen de laboratorio. De la misma manera, un proceso estandar
de validacién de métodos brinda un modo regular y sistematico para evaluar el
desempeno de un proceso de examen de laboratorio. (N6tese quelaidea de proceso
puede ser aplicada a cualquier actividad repetida, sea fisica o mental; tanto los
procesos de trabajo fisicocomo de toma de decisiones necesitan ser estandarizados
o sistematizados para asegurar resultados consistentes y confiables).

Otro término importante es estandar de la calidad, que es un criterio o
declaracion que describe el nivel aceptable de alguna caracteristica. Para un
examen analitico, debemos saber qué tan rapidamente necesitamos reportar el
resultado de un examen, asi como también qué tan cercano debe estar el resul-
tado al valor correcto o verdadero. Un estandar para el tiempo requerido es mas
facilmente entendido que un estandar para veracidad o exactitud.

Por ejemplo, es obvio que el tiempo requerido deberia ser estimado en
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unidades de tiempo, generalmente en minutos. Estas unidades son entendidas
tanto por quien solicita el examen como por quien provee el servicio. Aquel que
ordena el examen define el requisito en base al servicio médico que se ofrece.
Ambas partes pueden medir si el desempeno observado satisface el requisito o
no. La calidad analitica es mas dificil ya que involucra conceptos técnicos tales
como la imprecision y la inexactitud, que no son siempre comprendidos por los
laboratoristas y son ciertamente menos aun entendidos por los médicos que
ordenan los examenes o los pacientes, que son los ultimos consumidores de los
resultados de los examenes. Los clientes y los consumidores de los servicios del
laboratorio no pueden definir facilmente a la calidad analitica que es requerida
(al menos no en los términos analiticos deseados por el laboratorio) ni tampoco
medir o evaluar la calidad analitica. El laboratorio, por lo tanto, debe asumir
la completa responsabilidad del manejo de la calidad analitica de sus servicios.

Un proceso estandar para la gestion de la calidad

La gestion de la calidad deberia ser un proceso estandar de laboratorio.
Dicho proceso puede ser estructurado como se muestra en la siguiente figura.
Comenzando por la parte superior y avanzando en el sentido de las agujas del
reloj, PC, se refiere al planeamiento de la calidad, PCL, a los procesos de la
calidad en el laboratorio, CC, al control de la calidad, EC, a la evaluacion de la
calidad, y MC, a la mejora de la calidad. En el centro, SC, significa estandares de
lacalidad, enotraspalabras, estandares paralacalidad requerida porel examen

Planeamiento

de la Calidad

Procesos de
la Calidad en
el Laboratorio

Mejora de la

Calidad Estandares

o

Requisitos
dela

Calidad

Evaluacion de Control de la

la Calidad Calidad
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o el servicio que se provee. Este marco de trabajo brinda un proceso de manejo
de la calidad que funciona como un circulo de retroalimentaciéon. PC, planea el
mejor modo de realizar el trabajo, por ejemplo, la seleccién y evaluacion de los
métodos analiticos, el equipamiento, los reactivos y los procedimientos utilizados
para llevar a cabo examenes de laboratorio. E1 PCL establece los procesos de
trabajo estandar para utilizar las politicas, procedimientos, protocolos y personal
dellaboratorio; el CC provee mediciones cuantitativas del desempeno del proceso
usando técnicas estadisticas de control de procesos; la EC brinda mediciones
mas amplias acerca de qué tan bien se esta realizando el trabajo, por ejemplo,
la efectividad en los procedimientos de toma de muestras, el tiempo requerido
para los servicios del laboratorio, los formatos apropiados para el reporte de
resultados, etc. Cuando se detectan problemas, MC provee un mecanismo de
solucion de problemas para determinar sus causas, las cuales pueden luego ser
eliminadas a través de PC, en cuyo caso, los procesos de examen son planeados
nuevamente y se implementan nuevos y mejores modos de realizar el trabajo (es
decir, cambios en el PCL). A través de este marco de trabajo, la mejora continua
se construye dentro del proceso de gestiéon por medio de las “C”. El enfoque al
cliente selogra al centrar estas “C” enlos estandares dela calidad querepresentan
los objetivos del laboratorio y los requisitos del cliente — informacién esencial
para el manejo objetivo y cuantitativo del laboratorio.

El enfoque inicial del laboratorio es el establecimiento de procedimientos
0 procesos operativos estandar por medio de los cuales se realiza el trabajo.
En particular, nos ocupamos de la seleccion, la validacion y la implementacion
de métodos analiticos que brindaran consistentemente una calidad analitica
confiable. Estas actividades son parte del PC y conducen al establecimiento de
procesos de examenes de calidad que son parte del PCL. E1 CC se aplica luego de
que se establezcan los procesos de examenes apropiados. De la misma manera,
la EC y la MC son parte del monitoreo y mejora continua de los procesos opera-
tivos estandar.

Prioridades en el desarrollo de un proceso estandar
de gestioén de la calidad

Las practicas tradicionales parala gestiéon dela calidad en el laboratorio siempre
han comenzado con el establecimiento de métodos estandar pararealizar exdmenes
de laboratorio (PCL), luego han enfatizado el control estadistico de la calidad
para monitorear el desempeno analitico (CC), y mas tarde se han expandido
y ampliado las mediciones de la calidad para incluir el tiempo requerido, etc.
(EC). Las practicas de mejora de la calidad (MC) han sido introducidas como
parte del Gestion Total de la Calidad (MTC) o Mejora Continua de la Calidad
(MCC) [2,3] asi como “Seis Sigma” [15].
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Los laboratorios generalmente carecen de:

+ Estandares de la Calidad (SC): metas definidas de la calidad, objetivos
y requisitos de los clientes, y

*  Planeamiento de la Calidad (PC): metodologia y destrezas para construir
la calidad deseada en los procesos de laboratorio.

Siestos requisitos de la calidad y los planeamientos para alcanzarlos no han
sido especificados, la calidad no esta siendo realmente gestionada. En cambio, lo
que sucede, es lo que sucede. Es como en los dibujos animados donde Lucky Eddy
y Hagar El Horrible estan en un bar. Hagar le pregunta a Lucky Eddy qué va a
beber y Lucky Eddy le contesta “Lo de siempre”. Hagar le pregunta “;Qué es lo
de siempre?”’ y Lucky Eddy le responde “Es lo que bebo siempre”. En laboratorios
al servicio de la salud, a pesar de las supuestamente bien establecidas practicas
de gestion de PCL, CC, EC y MTC, lo que pasa con la calidad es generalmente
lo que ha pasado antes. Para gestionar realmente a la calidad, los laboratorios
deben definir la calidad que es requerida e implementar los procesos sistemati-
cos para validar el desempeno del método, seleccionar los procedimientos de
control estadistico interno de la calidad apropiados y monitorear el desempeno
del proceso de manera objetiva y en forma cuantitativa.

Una breve historia sobre los Estandares de la calidad

En realidad, hay una larga historia de debates sobre estandares de la calidad
en la literatura de la quimica clinica. Comenzando en 1963, un quimico clinico
canadiense de nombre David Tonks, sugirié que los errores que son permitidos
en un examen deberian ser relacionados con el ancho del intervalo de referencia
(en ese momento llamado “rango normal”) [4]. Un examen que tenga un intervalo
de referencia estrecho deberia tener también alta precisién para distinguir si
un paciente era “normal” o no. Tonks recomendé que el error permitido para
un examen no debiera ser mayor de un cuarto del rango normal.

En 1968, el doctor Roy Barnett, un patélogo clinico, investig6 la relacion
entre el desempeno a nivel de precisiéon de los métodos de laboratorio y el uso
clinico y la interpretacién de los resultados de los examenes por parte de los
médicos. En su famoso articulo acerca de “El significado médico de los Resulta-
dos del Laboratorio” [5], Barnett brind6 lineamientos especificos para las des-
viaciones estandar permitidas médicamente (S) para muchos de los exdmenes
de laboratorio de rutina.

Debido a que Tonks defini6 a la calidad deseada en la forma de un error
permitido, y Barnett lo hizo en la forma de una desviacién estandar permitida,
hubo desacuerdo acerca del modo correcto de dar formato a las recomendaciones
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para los estandares de la calidad. En 1976, el College of American Pathologists
(CAP) convocd a una conferencia para debatir las metas analiticas. Como yo
era un joven quimico clinico que habia escrito articulos sobre la evaluacion de
métodos y la necesidad de estandares de la calidad para juzgar la aceptabilidad
de nuevos métodos, fui invitado a esta conferencia para exponer. Propuse el
concepto de “error total” y el uso del “error total permitido” como el mejor formato
para definir a la calidad, pero me encontré en el lado opuesto del pensamiento
de los bien establecidos quimicos y patélogos clinicos. Los debates de esta “Con-
ferencia de Aspen” brindan algunos vistazos de los altercados y desacuerdos
[6]. Estos continuaron por muchos afios e inhibieron la aplicacién practica de
cualquier forma de estandar de la calidad en los laboratorios clinicos. Durante
este tiempo, el concepto error total se consolid6 y fue aceptado en los labora-
torios clinicos. Finalmente en 1999, la Conferencia de Consenso de Estocolmo
convocd a muchos expertos en el campo para “establecer especificaciones de la
calidad analitica globales” [7]. El resultado fue una recomendacién para una
jerarquia de “especificaciones de la calidad” para priorizar la fuente preferida
de informacion, como sigue:

+  “La evaluacién del efecto del desempenio analitico de resultados clinicos
en un marco clinico especifico;
+ Laevaluacion del efecto del desempeno analitico en las decisiones clinicas
en general:
* Informaciéon basada en componentes de variacion biologica,

+ Informacion basada en el analisis de opiniones de clinicos;
*  Recomendaciones profesionales publicadas:

* De grupos expertos nacionales e internacionales;

+ De grupos expertos locales o individuos
+ Metas de desempeno establecidas por

* Entes regulatorios;
* Organizadores de Programas de la Evaluacién Externa de la Calidad
(PEEC);

*+ Metas basadas en el estado actual de la técnica:

* Tal como se demuestra en la informacién proveniente de la programas
de evaluacion externa de la calidad o de esquemas de evaluaciéon de
la competencia;

+ Como se encuentra en la publicaciones actuales de metodologia”.
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Cuando estén disponibles y cuando sean apropiado para el propésito de-
seado, se preferiran los modelos mas altos en la jerarquia a los modelos de
niveles mas bajos” [7]. Por lo tanto, se prefieren los modelos especificos clinicos
a los modelos clinicos generales, los cuales a su vez son preferidos por sobre las
recomendaciones de grupos expertos, el criterio de Esquemas de Evaluaciéon
de la Competencia o programas de Evaluacion Externa de la Calidad y los
lineamientos del estado actual de la técnica (estado del arte). En la practica,
sin embargo, un laboratorio quizas debe satisfacer requisitos regulatorios, que
entonces tienen prioridad sobre los modelos clinicos y las metas bioldgicas, atin
si el criterio de los Esquemas de Evaluacion de la Competencia y Programas
de Evaluacion Externa de la Calidad se encuentra por debajo en la jerarquia.

Una nota final: la terminologia varia ampliamente a través del tiempo entre
los cientificos, de un texto a otro, entre profesiones, entre partes involucradas en
regular a la calidad, entre paises, entre continentes, en el mundo entero. Uno
debe adaptarse a nombres y términos diferentes al leer, estudiar e investigar
la literatura como guia. Yo tiendo a utilizar los términos “metas de la calidad”
y “requisitos de la calidad” como sinénimos de “estandares de la calidad” y
reservar el término especificaciones para la precision y exactitud necesarias
para alcanzar la meta como en “especificaciones operativas”. Pero muchos de
mis articulos anteriores muestran el uso de “estandares de la calidad” como se
refleja en este libro. Perdén por la confusién, pero es una parte integral en la
historia de los estandares de la calidad.

Ponerse en marcha con los estandares de la calidad

Nuestro objetivo aqui no es que usted se transforme en un experto en el tema de
estandares de la calidad, sino ayudarlo a que comience a aprender acerca de los
estandares de la calidad y asegurarnos que usted conoce las diferentes fuentes
de informacién que estan convenientemente disponibles. No existe un solo y
unico modo de definir a la calidad necesaria para un examen de laboratorio,
aun cuando hay feroces debates a favor y en contra de ciertos tipos de requisitos
de la calidad. Se necesitan diversos tipos de estandares de la calidad para el
manejo de la calidad en diferentes momentos del proceso, tales como criterios
con orientacién clinica que reflejan cambios clinicamente importantes en los
resultados de los examenes, criterios con orientaciéon analitica, que describen el
error analitico total permitido en los resultados de los exdmenes, y especificaciones
operativas analiticas que describen la imprecision permitida, el sesgo permitido
y el control estadistico interno de la calidad necesario para detectar errores
clinicamente importantes en el proceso de examen.
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Cambios
Clinicos
Importantes

Criterios de
Esquemas de
Evaluacion de la
Competencia

Metas de
Clasificacién
Diagnédstica

Metas
Bioldgicas
Totales

Metas
Bioldgicas
Individuales

Criterio a partir de
Resultados Cinicos (D, )

Criterio a partir de
Resultados Analiticos (TEa)

Metas de Desempeio

Smax.l Sesgomax
Especificaciones de Operacion <_ Control
(Sprom.,S€580,,0m.,Reglas de Control, N ) Arbitrario

La figura adjunta muestra las relaciones entre ciertos tipos de recomen-
daciones y diferentes tipos de criterios de la calidad. Comenzando por la parte
superior de la figura, los cambios clinicamente importantes en los resultados de
los examenes pueden ser definidos por medio de lineamientos de tratamiento
estandar (vias clinicas, lineamientos clinicos practicos, etc.) para establecer cri-
terios con fundamentos clinicos (o intervalos de decisién, D. ). Dichos criterios
clinicos pueden ser convertidos en especificaciones operativas de laboratorio
paralaimprecision (S ), inexactitud (sesgoprom_), y Control Estadistico Interno
de la Calidad (reglas de control, N) por un modelo clinico de planificacién de la
calidad [8] que toma en cuenta factores pre-analiticos, tales como variabilidad

biologica individual o intra-individuo(S, , , .).

El lado derecho de la figura muestra como los criterios de Esquemas de
Evaluaciéon de la Competencia o Programas de Evaluacion Externa de la Cali-
dad definen los criterios con fundamentos analiticos en la forma de errores
totales permitidos (TE), los cuales pueden ser convertidos en especificaciones
operativas de laboratorlo para la imprecision (S ), inexactitud (sesgo 1mm) y
Control Estadistico Interno de la Calidad (reglas de control, N) por med1o de
un modelo de planificacién de la calidad analitica [9]. Notese que el error total
permitido también puede ser establecido en base a metas biologicas totales
que pueden estar basadas en datos poblacionales o individuales, por lo tanto la
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base de datos extensiva de variabilidad biolégica individual puede también ser
usada en esta situacion [10].

Ellado izquierdo de la figura muestra como los criterios de desempenio para
laimprecision einexactitud pueden ser definidos como metas analiticas separadas
para la maxima imprecision y sesgo que serian permitidos para el desempeno
estable del método. Las especificaciones para la imprecision maxima pueden ser
derivadas considerando la variabilidad biolégica intra-individuo [11]. El sesgo
maximo permitido puede ser derivado de modelos de clasificacién de diagndstico
[12]. Los laboratorios pueden utilizar estos criterios de desempeno individuales
relacionando el desempeno del método observado con el valor maximo permitido,
calculando el error de tamano critico que necesita ser detectado para mantener
un desempeno satisfactorio y luego seleccionando procedimientos de Control
Estadistico Interno de la Calidad apropiados por medio del uso de graficos de
funcién de potencia.

La parte inferior de la figura muestra qué pasa en la ausencia de estandares
definidos de la calidad. El desempenio analitico del “estado de la técnica” (estado
del arte) establece las especificaciones para la imprecisién y la inexactitud ya
que los fabricantes fijan los objetivos de desempeno de sus productos en base al
desempeno necesario para poder ser competitivos en el mercado. Se establece
entonces un control arbitrario en lugar del control estadistico interno de la cali-
dad necesario porque las practicas de Control Estadistico Interno de la Calidad
son establecidas en base a lineamientos de la practica profesional, regulatorios
o de acreditacion.

Fuentes convenientes de estandares de la calidad

* Los criterios obtenidos a partir de Esquemas de Evaluacién de la
Competencia o Programas de Evaluacion Externa dela Calidad ofrecen un
listado de requisitos analiticos de la calidad para un desempeno aceptable
que han sido definidos en CLIA (por sus siglas en ingles “Enmiendas
para el Mejoramiento de los Laboratorios Clinicos”). Esta informacién
esta facilmente disponible y puede ser utilizada al validar el desempeno
de métodos analiticos.

Véase Apéndice 1 o http://www.westgard.com/clia.htm.

+ También se encuentra disponible informacién acerca de los cambios
clinicamente importantes en los resultados de exdmenes, aunque dicha
informacién debe ser interpretada cuidadosamente si va a ser utilizada
para validar el desempeno de métodos analiticos.

Véase http://www.westgard.com/clinical.htm
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*  Puedeconsultarse unabase extensiva de datos enlinea que sintetizan todos
los estudios disponibles de variabilidad biolégica y ofrecen recomendaciones
para las especificaciones de precision, sesgo y error total. Esta base de
datos es una actualizacion del trabajo original publicado por la doctora
Carmen Ricos y sus colegas espanoles [13]. Para el debate concreto de
variabilidad biolégica, véase el libro del doctor Callum Fraser [14].

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

* También puede consultar recomendaciones europeas anteriores para
metas biolégicas para impresion e inexactitud, asi como errores totales
biolégicos permitidos basados en variabilidad biol6gica individual o intra-
individuo.

Véase http://www.westgard.com/europe.htm

¢,Cual es el punto?

La validacion de métodos deberia ser un proceso estandar en su laboratorio.
Deberia ser parte de sus procedimientos operativos estandar para realizar el
trabajo en su laboratorio. Eso significa tener un protocolo que defina un conjunto
estandares de procedimientos experimentales, modos estandar de recolectar y
analizar la informacion y una manera estandar de juzgar la aceptabilidad de un
nuevo método. |Y esa decision de aceptabilidad va a depender de la definicion
de un estandar de la calidad que brinde una declaracion objetiva sobre que tan
bueno debe ser un examen! Un punto de partida practico para los estandares
de la calidad podria ser seleccionar algiin requisito de la calidad regulatorio
que defina “criterios de desempeno aceptable” como los requisitos de CLIA para
los Esquemas de Evaluacion de la Competencia. Pero el nimero de examenes
en el listado de CLIA es limitado y sera necesario consultar otras fuentes y
recomendaciones, tales como aquellas basadas en la variabilidad biolégica intra-
individuo y entre-individuos y, cuando se hallen disponibles, requisitos basados
en el uso clinico deseado de los examenes de laboratorio.

Estas lecciones acerca de la validacion de métodos le ensefiaran un proceso
estandar, aprendera como realizar los experimentos apropiados y recoger la
cantidad necesaria de informacién y como analizar esa informacion de manera
analitica y grafica para interpretar criticamente los resultados experimentales.
Una decision objetiva sobre la aceptabilidad de cualquier método dependera
de la capacidad de definir un estandar de la calidad para ese examen. Esa es
quizas la evaluacién mas critica y dificil de hacer, pero una vez que se tiene esa
informacién, la decision acerca del desempeno del método es simple y directa.
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Tendencias y orientaciones

El foco aqui esta puesto en el proceso basico para el manejo de la calidad y la
informacién actualmente disponible sobre los estandares de la calidad. Pero por
supuesto, las cosas cambiaran y evolucionaran y es de esperar que haya nuevas
tendencias y orientaciones.

En primer lugar, los criterios CLIA para el desempeno aceptable fueron
formulados originalmente en 1992 y no han sido atin actualizados. Se espera
que el listado CLIA de analitos regulados cambie, tanto los analitos en el lis-
tado como los valores numeéricos para los criterios de desempeno aceptable. Las
regulaciones CLIA incluyen una disposicién para actualizar estos criterios pero
CDC/CMS no ha hecho cambios en los primeros quince afios. Mientras tanto,
los examenes en los laboratorios han avanzado, pero no hay criterios CLIA para
examenes importantes como HbAlc, cTn y PSAy nuevos exdmenes como hsCRP.
Es obvio que se necesitan cambios.

En segundo lugar, hay que tener en cuenta que siempre hay nuevas
propuestas. La gestion tiende a “estar a la moda”, siempre buscando Nuevas
formas que traeran Nuevos beneficios. Lo mismo aplica para la gestion de la
calidad. Hoy en dia los laboratorios pueden tener programas para La Gestion
Totaldela Calidad, Seis Sigma, Lean, Seguridad del Paciente, Analisis de Riesgos
e Indicadores de la Calidad. Pueden seguir lineamientos de CLSI (Instituto de
Estandares de Laboratorios Clinicos, por sus siglas en inglés)) y de ISO (Orga-
nizacion Internacional de Estandares, por sus siglas en inglés). Estan sujetos a
inspecciones de una variedad de acreditadores, tales como CMS (Centros para
Servicios de Cuidado y Ayuda Médica), CAP (Colegio de Patélogos Americanos),
JC (Comision Conjunta para la Acreditacion de Organizaciones al Cuidado de
la Salud), y COLA (originalmente llamada la Comision para la Acreditacion de
Laboratorios). Desde mi punto de vista, todas estas propuestas, programas y
lineamientos son herramientas que deberian ser integradas al proceso basico de
gestion de la calidad descripto aqui, en vez de ser sustituidas por este proceso
basico.
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3: ¢ Cual es el propésito de un estudio de
validacion de métodos?

El Dr. Westgard revela el significado secreto mas interno, escondido y profundo
de la validacion de métodos. El conocimiento de este “significado” deberia hacer
todo el proceso de validacion de métodos mas racional y entendible.

Objetivos:

Comprender qué estudios de validaciéon de métodos se deben estudiar.

Reconocer las deficiencias potenciales de la estadistica en los estudios de
validacion de métodos.

Identificar los diferentes tipos de errores analiticos que necesitan ser
evaluados.

Materiales del capitulo:

VM - El significado Secreto mas Interno, Escondido y Profundo,
por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar la leccidn.

Revisar un articulo de validacién de métodos de la literatura cientifica.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ ¢Cuales son los dos tipos principales de errores analiticos?

* (/Qué se entiende por Error Total?

+ (/Como se relaciona el Error Total con los tipos de errores basicos?

+ (/Como describe la literatura los errores de un método?

*  (/Qué estadisticos se emplean en un informe de validacién de métodos?

+ (/Como se vinculan las conclusiones del informe con los errores del método?
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Validacién de Métodos:
El Significado Secreto mas Interno,

Escondido y Profundo
James O. Westgard, PhD

En el primer ano de escuela, tuve un profesor de inglés que me ensendé algo que
nunca he olvidado. El siempre preguntaba, “;cual es el significado secreto mas
interno, escondido y profundo de lo que estan escribiendo?” En otras palabras,
,qué estas tratando realmente de alcanzar? Sera mejor que lo descubras si estas
esperando que alguien mas lo comprenda. En verdad, puedes escribir acerca de
algo, pero tienes que ser realmente claro en lo que quieres lograr, si esto no es
asi, le verdadero si proposito y significado permanecera oculto.

La verdadera sorpresa llegé en mi primer trabajo como quimico clinico
cuando comencé a evaluar el desempeno de un nuevo equipo de quimica de
ensayos multiples. Estudié toda la literatura cientifica existente que proveen
los lineamientos para realizar estudios de validacion de métodos (VM), pero
no estaba en absoluto claro como decir si un método era o no aceptable. (Nadie
decia el secreto! Y ese secreto es de suprema importancia para evaluar un mé-
todo apropiadamente. Claro, puedes recolectar algunos datos, calcular algunas
estadisticas y proveer algo de papeleo en una carpeta para mostrarlo a un
inspector de laboratorios, pero /es esta la razén por la que realmente lo haces?

En tanto que no afirmaré que mi profesor de inglés me hizo un mejor escritor
(tampoco lo pueden culpar ustedes), me hizo un mejor cientifico ayudandome a
buscar el significado mas profundo y el propdsito real de lo que hago. ;/Cual es
el proposito verdadero de la validacion de métodos? ;Cual es el problema que
estamos tratando de resolver? ;Brinda la practica actual soluciones correctas?
(Existe una forma mejor de hacer esto? ;Como sabes cual es la forma correcta
de validar el desempeno de un método?

El Secreto Revelado

Aqui esta el significado secreto mas interno, escondido y profundo de la
validacion de métodos (y no tienes que leer mas alla para entender el mensaje):
EVALUACION DE ERRORES. Uno quiere estimar que tanto error podria estar
presente en el resultado de un examen producido por un método en sulaboratorio.
Con esta informacién, entonces usted quiere asegurar que la magnitud del
error no afectara la interpretaciéon del resultado del examen y comprometera el
cuidado del paciente. Si los errores observados son tan grandes que causaran
una interpretacion incorrecta, el método no es aceptable. Para que sea aceptable,
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los errores observados necesitan ser pequenos en relacion a los cambios que
causaran un cambio en la interpretacion de un resultado de un examen.

Un enfoque en los errores analiticos es la clave para todo proceso de vali-
dacién de métodos. /Qué tipos de errores analiticos pueden ocurrir en un método
delaboratorio? /Qué experimentos pueden proveer datos acerca de estos errores?
,Cual es el mejor modo de llevar a cabo esos experimentos para evaluar los
errores? /Cuantos datos necesitan ser recolectados para obtener buenas esti-
maciones del error evaluado? ;Qué estadistica estima mejor el tamano de estos
errores a partir de los datos experimentales? ;Qué tamano de error es permitido
sin afectarlainterpretacion de un exameny comprometer el cuidado del paciente?

La validacion de métodos guarda estrecha relacion con la evalu-
acion de errores... jese es el secreto!

Una prueba rapida

El coeficiente de correlacién es un estadistico que casi siempre se calcula y se
informa para describir los resultados de un estudio de comparacion de métodos.
Un valor de 1.000 indica una correlacién perfecta entre los resultados de dos
métodos. Otras estadisticos (tales como pendiente, ordenada al origen y desviacién
estandar delas diferencias) también pueden ser calculados a partir de los mismos
datos para estimar el tamano de error presente entre los dos métodos. ;Cuales
son mas utiles?

Considere la siguiente situacion.
Aqui hay un nuevo método de colesterol

donde los resultados de un estudio de
comparacion de métodos dieron un co-
eficiente de correlaciéon de 0.999, que
es muy cercano al valor ideal de 1.000.
Suena bastante bien, /no es asi? ;Qué
tan cercanos son los resultados entre
los dos métodos? ;Es aceptable el nuevo
método? Permitame darle un poco de
informacion adicional.

El coeficients de
ecorrelactdn de 0959
ﬁsiu tados las
05 CRTCANGS 4

la linea

La imtercepeisn en 15 mgfdl.
muestra gque el método de examen
&5 siterndticamente allo

Eesultacdos del Metodo
de Prueba

Aquiestael graficodelosresultados

del examen del nuevo método frente a
los del método de comparacion. Notese
primero que el coeficiente de correlacién
muestra que los resultados son cerca-
nos a la mejor linea de ajuste entre los
métodos; no se muestra que los valores
obtenidos a partir del método de prueba
sean iguales a los obtenidos por el mé-
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todo de comparacion. El grafico muestra que casi todos los valores del nuevo
método son sistematicamente mas altos por 15 mg/dL. ;Esta informacion de
que hay un error sistematico de 15 mg/dL le ayuda a tomar una decisién sobre
la aceptabilidad del nuevo método? No se ve tan bien ahora, ;verdad? Siendo el
error de 15 mg/dL puede ser limitada la utilidad de los resultados producidos
por el nuevo método.

Como profesionales del laboratorio comprendemos intuitivamente los er-
rores y tenemos un sentido de coémo éstos podrian afectar la interpretacion de
los resultados de los examenes y el cuidado de los pacientes. (No tenemos el
mismo sentido respecto a la estadistica! Es por esto que las estadisticas deben
ser usadas para estimar los errores que son significativos para nosotros [1] - este
es un segundo secreto importante y se vera con mayor detalle mas adelante.

De este sencillo ejemplo, usted podra reconocer la dificultad en la interpre-
tacion del coeficiente de correlacion, ya que no brinda por si solo una estimacién
util de los errores analiticos. La informacién acerca del tamario de los errores
analiticos es mas util a la hora de juzgar el desempeno de un método [2]. El
hecho de que el coeficiente de correlacion se calcula comtinmente no lo hace
util. (So6lo muestra que la gente no sabe el secreto de la validacion de métodos!

Errores analiticos

Enfoquémonos en los errores analiticos y asegurémonos de que tenemos un
entendimiento general de los diferentes tipos de errores que necesitan ser
estimados. Aqui hay una lista de términos que -
podria necesitar entender: error aleatorio o

imprecisién, error sistemdtico o inexactitud, Valor de la
error constante, error proporcional y error total. ) Media
Obgervado

Error aleatorio , EA, o Imprecision

El error aleatorio es descrito como un
error que puede ser tanto positivo como negativo,
cuya direccién y magnitud exacta no pueden
ser predichas, como se muestra en la figura a
la derecha, por la distribuciéon de los resultados
delas mediciones repetidas efectuadas sobreun 235 549 245 59 255 9 265
espécimen Unico. —y

Error aleatorio

La imprecision es usualmente cuantificada
calculando la desviacion estandar (S) de los re-

sultados de un conjunto de mediciones repetidas. £7°r afeatorio (EA) o Imprecision, como s

muestra por la distribucion de los valores de
EXEMEN.
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La S usualmente se incrementa conforme se incrementa la concentracion,
por lo que es generalmente 1util calcular el coeficiente de variaciéon (CV) para
expresar la S como un porcentaje de la concentracién media del estudio de repe-
tibilidad. El tamafno maximo de un error aleatorio es expresado cominmente
como un estimado de 2 S 6 3 S para ayudar a comprender el tamano potencial
del error que podria ocurrir.

Error Sistematico, ES, o Inexactitud

Un error sistematico es un error que
siempre va en una direccién, como se muestra
en la figura a la derecha, donde un cambio
sistematico desplaza la media de la distri-
bucién de su valor original. En contraste a
los errores aleatorios que pueden ser tanto
negativos como positivos y cuya direccién no
puede ser predicha, los errores sistematicos
son en una sola direccion y causan que todos
losresultados de examenes sean altos obajos. 235 g4p 145 250 255 o0 265

Qué tan altos o qué tan bajos puede
ser descrito por el sesgo, que es calculado
como la diferencia promedio, o la diferencia
entre los promedios de los valores obteni-
dos a partir del método de “examen” y los
valores obtenidos a partir de un método
de “comparacion” en un experimento de
compracion de métodos. Alternativamente, la diferencia sistematica esperada
puede ser predicha a partir de la ecuacién de la linea que mejor se ajusta a la
proyeccién grafica de los valores obtenidos a partir del método de examen en
el eje de las ordenadas “Y” contra los valores obtenidos a partir del método de
comparacionen el eje de las abscisas “X”. El ES puede mantenerse constante
en un rango de concentraciones, en cuyo caso puede ser llamado también error
sistematico constante, o puede variar al cambiar la concentracion, en cuyo caso
se le puede llamar error sistematico proporcional.

Error Total, ET

Sesgo
Error Sistemdtico (ES) o Inexactitud,
cOomo se muestra por el cambio o sesgo

entre el valor de lo media un valor
carrecto.

El error total es el efecto neto o combinado de los errores aleatorios y
sistematicos, como se muestra en la figura abajo. Representa el “peor caso”
de una situacion, o s6lo qué tan erréoneo puede ser el resultado de un examen
debido a ambos errores, aleatorio y sistematico. Dado que los laboratorios ha-
cen tipicamente s6lo una medicién por cada examen, esa medicion puede tener
error producto del ES esperado, o sesgo, mas 2 6 3 S, dependiendo de como se
cuantifique el efecto del EA.
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Walor de la
Media
Cbservado

X

X

235 pap 245 35p 255 pgp 265
ES EA

< Eiror Total >

Error Total {ET), incluye tanio
&l error sistematico (ES) como
al error aleatrorio (EA).

Mientras que en el laboratorio nos gusta pensar en la imprecisiéon y la
inexactitud como errores separados, el médico y el paciente experimentan el
efecto total de los dos, o sea el error total. El error total provee una medida
orientada al cliente o consumidor del desempeno del examen, lo que lo hace el
parametro mas importante al juzgar la aceptabilidad de los errores analiticos.

¢ Cual es el punto?

iDebe entender el “por qué” de la validacion de métodos para entender “como”
deberia ser efectuada la validacion de métodos! El “por qué” define el propédsito,
que es determinar la cantidad de error que podria ocurrir con un método. El
“como” define los protocolos experimentales y los procedimientos de andalisis de
datos que proveen los estimados de los errores que podrian ocurrir con el nuevo
método. jLa validacion de métodos guarda estrecha relacién con los errores!

Las regulaciones de laboratorio en los E.U.A. requieren que el desempeno
del método para cualquier nuevo método sea “verificado” previo a reportar los
resultados de los exdmenes de los pacientes. Bajo la Regla Final de CLIA,
los laboratorios deben verificar el rango reportable, la precision, la
exactitud y los intervalos de referencia para todos los métodos non-
wavived implementados después del 24 de abril de 2003. Para los métodos
desarrollados en el propio laboratorio o modificados por el laboratorio, también
deben ser verificadas las caracteristicas adicionales de sensibilidad analitica
(limite de deteccién) y de especificidad analitica (interferencia, recuperacion).
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También son apropiados estudios de intervalos de referencia mas extensivos.
La responsabilidad de la verificacion o validacion de métodos, por lo tanto, atn
reside en cada laboratorio. Mientras que los fabricantes usualmente recolec-
taran datos de validaciéon de métodos durante la instalaciéon de nuevos sistemas
analiticos, el laboratorio atn es responsable de ver que se hayan recolectado los
datos adecuados y que estos datos muestren que los nuevos métodos brindan
un desempeno aceptable en el laboratorio.

Tendencias y Direcciones

Los esfuerzos para proveer estandares mundiales de practicas de laboratorio
van a cambiar los términos y conceptos que usamos. ISO, la Organizacion de
Estandares Internacionales (International Standards Organization), provee
lineamientos especificos para los laboratorios dedicados al cuidado de la salud
en su documento 15189 — Laboratorios de Analisis Clinicos — Requisitos
particulares para la calidad y la competencia [3]. Cubriremos éste tema
con mayor detalle en el capitulo 21. Por ahora, mencionemos brevemente lo que
evoca el enfoque de ISO:

“Cuando se describen el desempeno de los procedimientos y la fiabilidad de
sus resultados, debe usarse la terminologia de ISO. Los resultados deben
ser comparables universalmente y esto requiere trazabilidad metrologica,
la incertidumbre concomitante que indica fiabilidad deberia ser obtenida de
manera universal y transparente, y deberia ser combinable”. [4]

Los conceptos y la terminologia preferidos por la ISO son “veracidad” e
“Incertidumbre”. La veracidad es utilizada para describir la “proximidad entre
la medida un nimero de valores infinitos medidos y un valor de referencia”.
Esto es equivalente a los términos sesgo y error sistematico en este capitulo.
La incertidumbre de medicion es usada por la ISO para describir un “para-
metro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un
mensurando a partir de la informacién que se utiliza”, donde el mesurando se
refiere al analito o al examen particular. La incertidumbre describe un rango de
valores que corresponde a un resultado dado, por ejemplo, un resultado de 200
podria tener una “incertidumbre estandar” (S, CV) de 4 unidades o 2%, indi-
cando que un valor de 200 representa una “incertidumbre expandida” de 192 a
208 unidades (intervalo de confianza de 95% o 2 S). Este concepto suena y luce
similar a la precision, pero el estimado de la incertidumbre también incorpora
cualquier sesgo o veracidad; asi, es de hecho mas cercano a la idea de error total.

Estos conceptos de veracidad e incertidumbre vienen del mundo de la
metrologia, donde se provee a los clientes con productos que tienen valores “tar-
get” ((blanco, verdaderos o diana) asignados junto con la incertidumbre asociada
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a la estimacién de ese valor “target” ((blanco, verdadero o diana). El enfoque de
la ISO espera que los clientes sepan el significado de incertidumbre. El mundo
de los laboratorios clinicos es diferente. Los clientes, médicos y pacientes, no
necesariamente poseen el conocimiento sobre la ciencia de las mediciones y la
incertidumbre en los resultados de los exdmenes. Seria mejor si los laboratorios
controlaran sus métodos analiticos para verificar el cumplimiento de la calidad
clinica pretendida de los resultados, pero en ausencia de esto, sera necesario in-
formar al cliente dela “duda” real de los resultados reportados. La incertidumbre
de medicién es casi seguramente una parte de sus responsabilidades futuras.
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4: ; Cuales son los requisitos regulatorios para
la validacion de métodos?

LaDra. Sharon S. Ehrmeyer revisa loslineamientos de CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) del gobierno de E.U.A. que relacionan los requisitos
de validaciéon de métodos con la complejidad de los examenes de laboratorio.
También describe los requisitos de validacion de métodos de las organizaciones
profesionales de acreditacion tales como el College of American Pathologists

(CAP) y la Joint Comission (JC).

Objetivos:

Clasificar los examenes de laboratorio en base a las guias de complejidad
de CLIA.

Relacionarla clasificacion de la complejidad de un examen con los estudios
experimentales requeridos para validar o verificar las caracteristicas de
desempeno de un método de laboratorio.

Comparar los requisitos regulatorios y de acreditacion para la validacion
de métodos.

Materiales del capitulo:
VM — Las regulaciones, por Sharon S. Ehrmeyer, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar la leccidn.

Acceder a la pagina web de CLIA para encontrar la Gltima clasificacion
de examenes: http://www.cms.gov/clia/.
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Preguntas de Autoevaluacion:
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,Cual es la clasificacion de los procedimientos de examen considerando
su complejidad que es empleada por CLIA para establecer los requisitos
para la validaciéon de métodos?

;Cuales son los requisitos para la validacion de métodos waived?

(Cuales son los requisitos para la validacién de métodos non-waived
aprobados por la FDA?

(,Cuales son los requisitos para la validacion de métodos non-waived no
aprobados por la FDA o modificados por el laboratorio?
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Validacion de Métodos:
Las regulaciones

Sharon S. Ehrmeyer, PhD

Hasta que la Regla Final de CLIA fue publicada, muchos laboratorios escapaban
a los requisitos de validacion del desempeno de sus métodos. Las reglas del 28 de
febrero de 1992 [1] brindaron una excepcién para los laboratorios que llevaban a
cabo examenes moderadamente complejos usando métodos y sistemas analiticos
no modificados aprobados por la FDA. Estos laboratorios podian aceptar las
especificaciones de desempenio del fabricante en lugar de realizar estudios de
validacion de métodos ellos mismos. Todo esto cambi6 el 24 de enero de 2003
con la emisién de la Regla Final de CLIA [2]. Ahora TODOS los métodos de
examen non-waived (de complejidad moderada y alta) requieren una validacién
de desempeno realizada en el propio laboratorio. Los CMS (Centers for Medicare
& Medicaid Services) otorgaron un periodo “educacional” durante el cual no se
entregaron citaciones, pero desde el 1 de enerode 2008, los requisitos de validacion
de métodos deben ser cumplidos o el laboratorio sera citado por deficiencias en
esta area.

Si bien CLIA establece los requisitos minimos de examen, los laboratorios
pueden escoger entre cumplir los requisitos (los cuales podrian ser mas estrictos)
de organizaciones de acreditacion con estatus CLIA, tales como la Joint Com-
mission (JC) [3], College of American Pathologists (CAP) [4], y COLA (anteri-
ormente la Commission on Office Laboratory Accreditation) [5]. También hay
organizaciones de laboratorios estatales de salud en Washington y Nueva York,
las cuales estan aprobadas por el gobierno (tienen estatus de exentos) y que
Imponen requisitos especificos. Ademas, siempre es importante mantener en
mente aquellas practicas que se esperaria formaran parte de la responsabilidad
profesional y buenas practicas del laboratorio.

Sistemas de la Calidad y los Procesos Totales de
Examen

La Regla Final de CLIA se enfoca en los “sistemas de la calidad”, un término
nuevo en esta revision. Los CMS identifican estos componentes clave en un
sistema de la calidad:

+  Sistemas generales del laboratorio

+  Sistemas pre-analiticos
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*  Sistemas analiticos
+ Sistemas post-analiticos

Todos estos componentes son importantes para asegurar la calidad de los
servicios de examen de los laboratorios. Todos deben ser controlados, monitorea-
dos y mejorados. En la Regla Final de CLIA, el proceso de asegurar la calidad
de los servicios de examen de los laboratorios se llama evaluaciéon de la calidad,
mas que aseguramiento de la calidad o gestién de la calidad, como se llamé en
revisiones anteriores.

Independientemente de la terminologia escogida, el intento de la Regla Final
de CLIA es promover el desarrollo, la implementacion, la entrega, el monitoreo
y la mejora de los servicios de laboratorios de alta calidad. Esto requiere de un
sistema de gestion de la calidad efectivo. En este contexto, Sistema de la Cali-
dad se refiere a la organizacién, la estructura, los recursos, los procesos y los
procedimientos necesarios para implementar la gestiéon de la calidad. Proceso
significa una o mas fuentes interrelacionadas y/o actividades que transforman
entradas en salidas. Procedimiento representa una forma especifica de realizar
una actividad.

La Regla Final de CLIA esta organizada alrededor del flujo de un espéci-
men a través del laboratorio. A este camino se le da el término de “proceso total
de examen” e incluye los procesos y procedimientos pre-analiticos, analiticos y
post-analiticos, como se muestra en la figura abajo.

®- - - - - Proceso Total de Examen -----e

Pre Analiticos Pos
Analiticos Analiticos

*Preparacion del paciente  *Fraccionamiento de la muestra +Informe del resultado

*Toma de muestra *Configuracion del equipo *Envid del informe

*Preparacion de la muestra *Calibracion del ensayo *Recepcion del informe
*Transporte de |[a muestra *Control de la Calidad *Revision de los resultados
*Pedido del medico *Procesamientode la muestra  +Accion a partir de los resultados

El término evaluacion de la calidad es usado para abarcar ampliamente
las practicas de medicién y monitoreo de procesos y procedimientos, incluyendo
validacion y verificacion, asi como términos relacionados tales como evaluacion,
auditoria, etc. En nuestro enfoque del proceso analitico, la evaluacién de la cali-
dad deberia involucrar metodologia cientifica y andalisis (estadistica) de datos

pagina 40



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

para proveer una comparacion objetiva del desempeno medido u observado con
las metas y los requisitos de la calidad definidos.

Requisitos generales para el control de la calidad en
los examenes de laboratorio

Subpart K, Sistemas de la Calidad para Examenes Nonwaived, comienza
con los siguientes requisitos generales:

§493.1200 (a) Cada laboratorio que lleva a cabo examenes non-waived debe
establecer y mantener politicas y procedimientos escritos que implementen
y monitoreen sistemas de la calidad para todas las fases del proceso total de
examen (esto es, pre-analitica, analitica y post-analitica), asi como sistemas
generales del laboratorio. (b) Los sistemas de la calidad de los laboratorios
deben incluir un componente de evaluacion de la calidad que asegure la
mejora continua del desempenio del laboratorio y los servicios a través de
un monitoreo en curso que identifique, evalte y resuelva problemas. (c) Los
diversos componentes del sistema de la calidad del laboratorio son usados
para alcanzar los requisitos en esta parte y deben ser apropiados para las
especialidadesy subespecialidades de los examenes que realiza el laboratorio,
los servicios que ofrece y los clientes a quienes sirve.

§493.1250, Sistemas Analiticos, requiere a los laboratorios alcanzar los
requisitos para lo siguiente:
§493.1251 Manual de procedimientos

§493.1252 Sistemas de examen, equipos, instrumentos, reactivos,
materiales y suministros

§493.1253 Establecimiento y verificaciéon de las especificaciones de
desempeno del método

§493.1254 Chequeo del mantenimiento y la funcién

§493.1255 Procedimientos de calibracién y de verificacién dela calibracion
§493.1256 Procedimientos de control

§493.1261-1278 Requisitos de especialidad y subespecialidad
§493.1281 Comparaciéon de los resultados de examen

§493.1282 Acciones correctivas

§493.1283 Registro del examen

§493.1289 Evaluacion de sistemas analiticos
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En esta discusion, consideramos esos requisitos para el “establecimiento y
verificacion delas especificaciones del desempeno del método”, esto es, validacion
de métodos, mas la comparacion de los resultados de examen y la verificacion
de la calibracion.

Validacién de Métodos y Complejidad de Examen

Las recomendaciones que deben ser seguidas dependen de la “complejidad” del
examen. La Regla Final de CLIA combiné complejidades moderadas y altas
en una clasificacion Non-Waived que gobierna la validacién de métodos. La
informacién acerca de la clasificacién de los métodos de examen especificos esta
disponible en el website de CMS en la direccion:

http:/www.cms.gov/clia/

Examenes Waived. Los requisitos minimos para los examenes waived (baja
complejidad) bajo CLIA es seguir las instrucciones de los fabricantes. No hay
requisitos para la validaciéon de métodos.

Examenes Non-Waived Aprobados por la FDA. La mayoria de los exdmenes
realizados en los laboratorios actualmente caen en esta categoria, por lo
que la mayoria de los estudios de validacién de métodos deberian seguir las
recomendaciones de la seccion §493.1253:

§493.1253 Establecimiento y verificacion de especificaciones de desempeno.

(a) Aplicabilidad. No se requiere a los laboratorios verificar o establecer
especificaciones de desempeno para ningun sistema de examen usado por
el laboratorio antes del 24 de abril de 2003.

(b)(1) Verificacion de las especificaciones de desempeno. Cada laboratorio
que introduce un sistema de examen no modificado, aprobado o autorizado
por la FDA, debe seguir lo siguiente antes de reportar los resultados de
examenes de los pacientes:

(1) Demostrar que puede obtener—especificaciones de desempenio
comparables a aquellas establecidas por el fabricante para las siguientes
caracteristicas de desempeno:

(A) Exactitud.
(B) Precision.

(C) Rango reportable de los resultados de examen del sistema de
examen.
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(i1) Verificar que los limites de referencia del fabricante (valores normales)
son apropiados para la poblacién de pacientes del laboratorio.

Esto generalmente significaria llevar a cabo cuatro experimentos:

+ El experimento de comparacion de métodos para estimar la inexactitud
0 sesgo;

+ El experimento de replicacion para estimar la imprecision;
+ El experimento de linealidad para determinar el rango reportable;

* La recoleccion de valores de referencia para verificar el intervalo de
referencia [alternativamente, el director del laboratorio clinico puede
documentar que los intervalos del fabricante o los intervalos del libro de
texto son apropiados para los clientes a quienes sirve.]

Examenes Non-Waived Modificados o Desarrollados En Casa. Los
laboratorios que modifican examenes de complejidad moderada o usan
examenes desarrollados en casa o examenes clasificados como de alta
complejidad bajo CLIA deben seguir requisitos de validacion de métodos
mas estrictos, como sigue:

§493.1253 (b)(2) Cada laboratorio que modifica un sistema de examen
aprobado o autorizado por la FDA, o que introduce un sistema de examen
no sujeto a aprobacién o autorizaciéon de la FDA (incluyendo métodos
desarrollados en casa y métodos estandarizados tales como procedimientos
de libros de texto, tinciéon Gram, o preparaciones de hidréxido de potasio),
o usa sistemas de examen en los que las especificaciones de desempeno no
son provistas por el fabricante, debe, antes de reportar los resultados de
los pacientes, establecer para cada sistema de examen las especificaciones
de desempeno para las caracteristicas de desempeno siguientes, cuando
sean aplicables:

(1) Exactitud.

(1) Precision.

(111) Sensibilidad analitica.

(iv) Especificidad analitica para incluir sustancias interferentes.

(v) Rango reportable de los resultados de examen del sistema de examen.
(vi) Intervalos de referencia (valores normales).

(vi1) Cualquier otra caracteristica de desempeno requerida para el
desempeno del examen.
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(3) Basados en las especificaciones del desempeno verificadas o establecidas

de acuerdo con los parrafos (b)(1) o (b)(2) de esta seccion, determinar la
calibracién del sistema de examen y los procedimientos de control para
los examenes de pacientes como se requiere en §493.1255 y §493.1256.

Esto significaria llevar a cabo siete experimentos diferentes:

El experimento de comparaciéon de métodos para estimar la inexactitud/
sesgo;

El experimento de replicacion para estimar la imprecision;
El experimento de linealidad para determinar el rango reportable;

El experimento de limite de deteccion para estimar la concentracion mas
baja que puede ser medida;

El experimento de interferencia para determinar las interferencias
constantes;

El experimento de recuperaciéon para determinar las interferencias
proporcionales;

El estudio extensivo de valores de referencia para estimar intervalo de
referencia.

Estos estudios experimentales deben ser documentados. La seccion
§493.1253(c) requiere que el laboratorio mantenga la documentacion de vali-
dacién de métodos por al menos tanto tiempo como sea usado el método.

Es importante notar que estos requisitos NO son retroactivos, lo que sig-
nifica que cualquier método utilizado antes de la implementacion de la Regla
Final de CLIA el 24 de abril de 2003 no necesita volver a ser verificado.

Reglas Especificas para la Calibracién y la
Verificacion de la Calibracion

Calibracion. Existen requisitos adicionales para la calibracién, como sigue:

§493.1255(a) Realizar y documentar procedimientos de calibracién-

(1) Siguiendolasinstrucciones del sistema de examen del fabricante, usando
materiales de calibracion provistos o especificados, y respetando al menos
la frecuencia recomendada por el fabricante;

(2) Usando criterios verificados o establecidos por el laboratorio como se
especifica en 493.1253 (b)(3) —
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(1) Usando los materiales de calibraciéon apropiados para el sistema de
examen y, si es posible, con trazabilidad a un método de referencia o a
materiales de referencia de valor conocido;

(1) Incluyendo el nombre, tipo y concentracion de los materiales de
calibracién, asicomo los limites aceptables yla frecuencia de calibracion;y

(3) Cada vez que falle la verificacion de la calibracién en alcanzar los limites
aceptables del laboratorio para la verificacion de la calibracion.

En pocas palabras, esto significa que los laboratorios deben seguir las
instrucciones del fabricante parala calibraciéon y re-calibrar tan frecuentemente
como lo recomiende el fabricante, mas re-calibrar cada vez que falle la verifi-
caciéon de calibracion.

Verificacion dela calibracion. Este es el proceso de verificar que la calibracién
permanezca estable. En muchos aspectos, el procedimiento para hacer esto es
similar al experimento para el rango reportable. Los requisitos especificos son
los siguientes:

§493.1255(b) Realizar y documentar los procedimientos de verificaciéon de
la calibracion-

(1) Siguiendolasinstrucciones de verificacién dela calibracion del fabricante:

(2) Usando criterios verificados o establecidos por el laboratorio bajo
493.1253(b)(3) —

(1) Incluyendo el niimero, tipo y concentracion de los materiales, asi como
los limites aceptables para la verificacién de la calibracién; e

(i1) Incluyendo al menos un valor minimo (o cero), un valor medio y un
valor maximo cercano al limite superior del rango para verificar el rango
reportable del laboratorio de los resultados de examen para el sistema
de examen; y

(3) Al menos una vez cada 6 meses y cada vez que ocurra alguna de las
siguientes situaciones:

(1) Esintroducido un cambio completo de reactivos para un procedimiento,
a menos que el laboratorio pueda demostrar que cambiar el nimero de
lote del reactivo no afecta el rango usado para reportar los resultados de
los exdmenes de los pacientes, y que los valores de los controles no son
afectados adversamente por cambios en el nimero de lote del reactivo.

(i1) Hay un mantenimiento preventivo mayor o un reemplazo de las partes
criticas que podria influenciar el desempeno del examen.
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(111) Los materiales de control reflejan una tendencia o un cambio inusual,
o estan fuera de los limites aceptables del laboratorio, y otros medios de
evaluary corregir valores de los controles inaceptables fallan al identificar
y corregir el problema.

(iv) La agenda establecida del laboratorio para la verificacién del rango
reportable para los resultados del examen del paciente requiere una
verificacion de la calibraciéon mas frecuente.

En resumen, los laboratorios deben ya sea verificar la calibraciéon, o la
re-calibracion, al menos cada 6 meses, después de un cambio en los reactivos,
después de un mantenimiento preventivo mayor, después del cambio de cual-
quier componente mayor, y en cualquier momento que haya un problema con
los resultados del control de la calidad que persista por algtn tiempo.

Requisitos Adicionales para la Validacion Periddica

Finalmente, hay otros dos requisitos que podrian llevar a estudios adicionales
de validacion de métodos para ciertos examenes.
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Serequiere de una evaluacion en curso (al menos semi-anual) de la exactitud
para cualquier examen no evaluado por un esquema de evaluacién de
la competencia (PT, por sus siglas en inglés) o programa de evaluacién
externa de la calidad.

§493.1236 Evaluacién del desempeno de los esquemas de evaluaciéon de
la competencia. (¢c) Al menos dos veces al afio, el laboratorio debe verificar
la exactitud de lo siguiente: (1) Cualquier examen o procedimiento que
realice no incluido en la subparte I de esta parte que es o evaluada o
calificada por esquema de evaluacién de la competencia aprobado por
CMS. (2) Cualquier examen o procedimiento listado en la subparte I de
esta parte para el que no se ofrecen muestras de esquemas de evaluacién
de la competencia compatibles con un esquema de evaluaciéon de la
competencia aprobado por los CMS.

Los examenes que son realizados por sistemas analiticos multiples
requieren comparaciones periédicas, como sigue:

§493.1281 Comparaciéon de resultados de examen. (a) Si un laboratorio
realiza el mismo examen usando diferentes metodologias oinstrumentos,
o realiza el mismo examen en multiples sitios de examen, el laboratorio
debe tener un sistema que, dos veces al afo, evalie y defina la relacién
entre examenes utilizando diferentes metodologias, instrumentos o sitios
de examen.
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Estandares de la JC para la validacién de
métodos [3]

Examenes Waived. Antes de 2007, los estandares de la JC incluyeron requisitos
para examenes waived, pero no imponen ya esos requisitos. Los laboratorios

pueden sélo aceptar los reportes de desempeno del fabricante.

Examenes Non-Waived (Complejidad Moderada yAlta) Aprobados porla
FDA. Sibien JC aplica los mismos requisitos generales de control de la calidad
que CLIA, la JC tiene requisitos especificos de validaciéon de métodos (CC.1.70).

La JC identifica los elementos de desemperfio como sigue:

+ Antes de que sea utilizado un nuevo examen, método o instrumento para
reportar resultados de pacientes, el laboratorio valida que el examen,
método o instrumento producira consistentemente resultados exactos.

+ El laboratorio valida la exactitud, la precision y el rango reportable para
un examen, método o instrumento no modificado aprobado para el cual

el fabricante ha establecido las especificaciones de desempenio.

+ El laboratorio establece especificaciones de desempenio que incluyen
exactitud, precision, sensibilidad analitica, especificidad analitica, el
rango reportable, y los intervalos de referencia (valores normales) para

examenes, métodos o instrumentos modificados.

Nota: Los examenes modificados, métodos o instrumentos incluyen lo

siguiente:

*  Los procedimientos de examen con modificaciones al uso aprobado
por la FDA para el tipo de espécimen, los reactivos, el instrumento,

los pasos del procedimiento u otros componentes

* Los exdmenes o los métodos desarrollados en el laboratorio sin

evaluacion de la FDA

*  Losexamenes, los métodos olosinstrumentos no sujetos a autorizacién

de la FDA

*  Cuando un nuevo examen, método o instrumento reemplace un examen,
método o instrumento anterior, se realizan las correlaciones entre el

examen, el método o el instrumento anterior y el nuevo.

Nota: Si el reemplazo del examen, el método o el instrumento es debido a

un desempeno pobre, se sigue el EP 1 de este estandar.

* Para cada examen nuevo, método o instrumento, el laboratorio ha
determinado que los intervalos de referencia son aplicables (valores

normales) para la poblacion especifica de pacientes examinada.
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Ellaboratorio ha documentadola validacién de nuevos exadmenes, métodos
o instrumentos implementados.

« El laboratorio establece el nimero, tipo y frecuencia de los materiales
de control de la calidad utilizando las especificaciones de desempeno
verificadas o establecidas por el laboratorio.

Alo largo del tiempo el laboratorio monitorea la exactitud y la precision
del desemperio del examen que podrian ser influenciadas por cambios en
el desempeno del sistema de examen y en las condiciones ambientales, y
variacion en el desempeno del operador.

La JC acepta datos del control estadistico de la calidad e historiales de
desempeno del examen como la “evidencia” de un adecuado desempeno del
método cuando un método usado en una locacion se instituye en otra locacion.

Estandares del Programa de Acreditaciéon de
Laboratorio del CAP para validacion de métodos [4]

Examenes Waived. Comola JC, el CAP norequiere yala validaciéon de métodos
para examenes waived (ver su9/07 LAB GEN Checklist, pagina 58). Sin embargo,
un intervalo de referencia debe ser identificado.

Examenes Non-Waived. La filosofia del CAP es que todos los exdmenes de los
laboratorios clinicos necesitan cumplir los requisitos definidos bajo la seccién

§493.1253(b)(2) de CLIA ’88.

La lista de verificacién GEN de 2007 del CAP (Laboratorio General) incluye
requisitos de especificacion de desempeno — exactitud y precision (GEN:42020),
rango reportable (GEN:42085), sensibilidad o limite de deteccion inferior
(GEN:42025), e intervalo de referencia (GEN:42162) — para cada procedimiento
de examen. La especificidad (GEN:42030) implica una evaluacién de la habili-
dad del método para responder correctamente a la concentraciéon del analito en
la presencia de sustancias interferentes. La lista de verificaciéon de CAP ahora
establece:

“,Ha verificado o establecido y documentado el laboratorio las interferencias
analiticas para cada examen? Las sustancias interferentes plantean un
problema significativo al laboratorio clinico y a los profesionales de la salud
que podrian ser desorientados por los resultados del laboratorio que no
reflejan el estado clinico del paciente. El laboratorio debe considerar las
interferencias comunes realizando estudios o teniendo a su disposicién
estudios realizados en algun otro lado (tales como por el fabricante para el
reactivo del instrumento)”.
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¢ Cual es el punto?

Las regulaciones de la Regla Final de CLIA establecen estandares minimos
para la gestion de la calidad de los procesos de examen. Otras agencias de
Inspeccion y organizaciones deben proveer estandares que sean al menos tan
demandantes como los de CLIA para ser aprobados por CMS para la inspeccion
y la acreditacion de laboratorios de EUA. Desde 2008, estas acreditadoras han
adaptado sus estandares para ser consistentes con CLIA, en algunos casos,
disminuyendo o eliminando sus requisitos anteriores.

*  Para métodos non-waived aprobados por la FDA, usted debe validar la
precision, la exactitud, el rango reportable, y los intervalos de referencia
para cualquier nuevo examen o sistema analitico.

*  Para métodos non-waived NO aprobados por la FDA o modificados por el
laboratorio, debe validar las caracteristicas adicionales de sensibilidad
analitica y especificidad analitica.

+ Ademas, cada seis meses debe validar la exactitud de los métodos donde
no esté disponible un esquema de evaluacion de la competencia aprobado,
comparar los resultados de examen si hay multiples métodos en servicio,
y verificar la calibracion cada vez que hay cambios significativos en
reactivos, componentes y desempeno (problemas evidenciados en los datos
del control estadistico interno de la calidad).
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DE L'AMERIQUE 5t
FIGURE CLL

it f

La ciudad mitica del oro: El Dorado

PAYS des CARIBES et GVIANE, by Alain Mallet,
Paris 1683. The mythical city of gold - Manoeal
Dorado - on the western bank of the mythical Lac
De Parime.

Se rumoreaba ampliamente que el Lago de Parima y
El Dorado (ciudad del oro) existian y esto estaba bien
documentado en los mapas de esa época, pero nunca
fueron implementados (descubiertos)- algo asi como
las regulaciones de CLIA en E.U.A. que describen un
proceso de compensaciéon del control de la calidad cuya
implementacién ain se mantiene demorada. La Regla
Final de CLIA (24 de Enero del 2003) puso bien en claro
que el proceso de compensacion del control de la calidad
es solo un mito. La gente buscd, espero ansiosamente por
lanueva implementacién y busco algo mas, pero la ciudad
del oro nunca aparecio.
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5: ¢Como es seleccionado un método?

El proceso de establecer un examen de rutina comienza con la seleccion del
método a ser evaluado o validado. El Dr. Westgard describe diferentes tipos de
caracteristicas de un método e identifica aquellas importantes en la seleccion y
validacion de métodos. Ejemplos de estas caracteristicas estan incluidos para
un examen de colesterol.

Objetivos:
*  Definir los pasos para establecer un examen de rutina de laboratorio.
+ Identificar los diferentes tipos de caracteristicas de un método.

*  Reconocerlascaracteristicas que son el enfoque de los estudios de validacion
de métodos.

Materiales del capitulo:

* VM — Seleccionando un método para validar,
por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

+  Estudiar la leccion.

* Relacionarlos tipos de caracteristicas de un problema comun de seleccién,
tales como encontrar un lugar donde alojarse, comprar un nuevo abrigo,
decidir a donde ir para cenar, etc.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ ¢Cuales son los tres tipos de caracteristicas de un método?
*  De tres ejemplos de cada uno de los tipos de caracteristicas de un método.

+ ¢/Cualessonlascaracteristicas de mayorinterés al momento de seleccionar
un método?

+ (Cuales son las caracteristicas de mayor interés durante la validacién de
un método?
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Validacion de Métodos:
Seleccionando un Método para Validar

James O. Westgard, PhD

La validaciéon de métodos se trata de evaluacion de errores, como se discutid
antes en El secreto mds interno oculto y profundo sobre la validacion de métodos.
Sin embargo, antes de que pueda evaluar cualquier error, tiene que seleccionar
el método a ser validado. La seleccion de métodos es un proceso diferente que
necesita ser entendido en relacion al proceso de validacion que seguira. De hecho,
hay varios procesos que son esenciales para establecer un método de analisis
de rutina.

Estableciendo un proceso de examen de laboratorio

En la figura de abajo se muestran las actividades importantes para establecer
un método de rutina de analisis. Los cuadros mostrados en la porcién inferior
del grafico ilustran los pasos clave involucrados en el analisis de rutina, donde el
laboratorio adquiere especimenes, realiza examenes, chequea el control estadistico
interno de la calidad, y reporta los resultados del laboratorio. Esas actividades
son generalmente referidas como el trabajo real del laboratorio.

o D e Proceso para Establecer
2 una Prueba de Rutina
Seleccionar un Método
de Andlisis

Validar el Desempefio Desarrollar mejoras para

del Método > el Método
Implementar el pa Mantener el Método
Método Prevenir Problemas

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
V< i i
1
1
1
1
1
1
1
1
1
_!

:- Adquirir un espécimen . Monitorearapa}rt?r del Informar :
| Lo et | P resboriernete | 5) et ) pesicis | |
|
|
: Proceso de Analisis de Rutina en un Laboratorio I
|
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Sinembargo, para que un analisis se convierta enrutina, las otras actividades
mostradas en la figura son muy importantes. La seleccion de los examenes de
diagnostico es de hecho el primer paso, pero esto es a menudo omitido para los
examenes comunes cuya utilidad clinica es bien aceptada. Para estos exadmenes
establecidos, usualmente comenzamos con la seleccion del método (el cuadro
con el borde mas oscuro), luego validamos su desempeno. Si el desempeno es
aceptable, el método es implementado para el servicio de rutina. Siel desempeiio
no es aceptable, el laboratorio podria desarrollar algunas mejoras, aunque eso
se convierte en algo cada vez mas dificil con el alto grado de automatizacion
de muchos sistemas analiticos. Hoy en dia es mas probable que un laboratorio
seleccione otro método en lugar de intentar hacerle mejoras, luego comenzara
el proceso de validacion una vez mas para el nuevo método.

Una vez que un método ha demostrado un desempeno aceptable, el mé-
todo debe ser implementado para operaciones de rutina. Esto involucra definir
los procedimientos estandar de operaciéon y documentar el procedimiento,
seleccionando un procedimiento de Control Estadistico Interno de la Calidad
apropiado para el monitoreo del desempeno de rutina, y entrenar al personal
para operar el nuevo método. En un servicio de rutina, los problemas seran sin
duda identificados a través del Control Estadistico Interno de la Calidad, lo
que llevara a procedimientos de mantenimiento preventivos para minimizar
o eliminar esos problemas. La operacion de rutina es a menudo la parte mas
simple de todo este proceso si el laboratorio hace un buen trabajo al seleccionar
el método, valida el desempeno del método, implementa el método a través de
entrenamiento en servicio cuidadoso y minucioso, monitorea el desempeno del
método con un procedimiento de Control Estadistico Interno de la Calidad que
tiene una tasa baja de falso rechazo y una detecciéon apropiada de errores, y
mantiene activamente el método para identificar problemas, eliminar fuentes
de error, y prevenir futuros problemas.

Caracteristicas del método

La meta cuando se selecciona un método es escoger el método que tiene la mejor
oportunidad de alcanzar los requisitos de servicio del laboratorio. El proceso de
seleccion consiste en definir aquellos requisitos, buscando la literatura técnica
para encontrar informacién acerca de métodos disponibles, luego seleccionar
el método cuyas caracteristicas satisfacen mejor los requisitos de servicio del
laboratorio.

Una definicién cuidadosa de los requisitos es esencial [1]. Si se omite este
paso, el laboratorio podria gastar un tiempo y esfuerzo considerables evaluando
un método que no sera satisfactorio, sin importar el desempeno del método.
Un ejemplo podria ser un método de point-of-care que resulta ser muy costoso
aunque su desempeno analitico sea aceptable. El costo deberia ser considerado
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durante el proceso de selecciéon del método a ser evaluado, no después de validar
el desempeno del método.

,Qué caracteristicas de un método son importantes? En general, pueden
ser divididas en tres categorias.

+ Las caracteristicas de aplicacion son factores que determinan si un
método puede serimplementado en una situaciéon particular dellaboratorio.
Consisten en un costo-por-examen, tipos de especimenes que pueden ser
analizados, volumen de la muestra, tiempo de entrega de resultados,
carga de trabajo, requisitos de equipo y personal, espacio, transporte y
consideraciones de seguridad.

+ Las caracteristicas metodologicas son factores que, en principio,
deberian contribuir a un mejor desempeno. En general, tienen que ver
con la sensibilidad analitica y la especificidad analitica del método de
analisis. Consideran la eleccion de la reacciéon quimica, la optimizacion de
las condiciones de reaccion, los principios de estandarizacion y calibracion,
y el rigor del procedimiento analitico.

+ Las caracteristicas de desempeno son factores que, en la practica,
demuestran qué tan bien se desempena un método. Incluyen el rango
reportable, la precision, la recuperacion, la interferencia, la exactitud y
algunas veces el limite de deteccion.

Comencemos con un ejemplo fuera del laboratorio queilustra estos diferentes
tipos de caracteristicas. Asuma que esta seleccionando un vehiculo motorizado
nuevo.

+ Las caracteristicas de aplicacion incluyen su uso previsto, el tipo
de vehiculo, el rango de precios, el estilo del cuerpo, el color, etc. Su uso
previsto ayudara a definir el tipo de vehiculo —tractor, camién, automévil
o motocicleta. Asumiendo que es un vehiculo que se usara para ir al
trabajo, busquemos un automovil. Si su color favorito es el rojo, no tiene
que probar con un coche negro —puede saber por la vista si satisface esta
caracteristica de aplicacion.

+ Las caracteristicas metodologicas pueden ser ilustradas por lo
siguiente. Si usted vive en Wisconsin, o peor aun en Minnesota (sin
ofender; he vivido ahi y atin visito a menudo), podria querer un automévil
con buena traccion por el clima en invierno. Se esperaria que un vehiculo
con traccién en las cuatro ruedas funcione mejor que uno con traccion en
dos ruedas. Si también fuera importante obtener un buen rendimiento
por kilometraje, un motor de cuatro cilindros seria una mejor opcién que
un motor de seis u ocho cilindros. Tanto la elecciéon de un vehiculo con
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traccion en la cuatro ruedas como el numero de cilindros (o tamano del
motor) son caracteristicas metodolégicas que deberian ayudar a satisfacer
sus necesidades de desempeno.

+ Las caracteristicas de desempeno son aquellos factores que puede
evaluar al conducir el vehiculo. Las medidas estandar de desempeno
son la aceleracion, el manejo, el confort de conduccién, los frenos y el
kilometraje. Las mediciones especiales podrian incluir tracciéon fuera
del camino o cambio de traccion para clima invernal. Usted no hace una
prueba de manejo en un camioéon costoso, grande, negro, de ocho cilindros
y traccidén en dos ruedas porque el vehiculo no satisface su aplicacién y
sus caracteristicas metodologicas.

Ejemplo de colesterol

Las caracteristicas generales por considerar son las siguientes:

Las caracteristicas de aplicacion deben incluir el tipo de espécimen, el
volumen del espécimen, la carga de trabajo apropiada para la situaciéon de
examen (un laboratorio centralizado de alto volumen contra un point-of-
care de bajo volumen), el costo por examen, el tiempo para el analisis, las
habilidades del operador, y los requisitos de entrenamiento del operador.

Las caracteristicas metodologicas deberian incluir el tipo de estandares
o calibradores, la trazabilidad del estandar o de los valores asignados del
calibrador, el principio quimico, los reactivos y las condiciones de reaccion,
el principio de medicion, y las capacidades de medicion.

Las caracteristicas de desempeno deberian incluir el rango reportable,
la imprecision, el sesgo contra el método de referencia Abell-Kendahl [3], la

interferencia, y un error total menor al 10%.

Lascaracteristicasde unlaboratorio automatizado de alto volumen

pueden ser definidas mas especificamente:

Las caracteristicas de aplicacion son muestras de suero, un tamano de
muestra menor a 10 microlitros, un rendimiento de examen de 200 pruebas
por hora, un costo menor que $0.25 por “click” o $0.50 por examen.

Las caracteristicas metodologicas sonlareaccion enzimatica de esterasa
de colesterol, calibradores con trazabilidad al método de referencia nacional
Abell-Kendahl [3], y una exactitud verificada por comparaciéon de resultados
con un laboratorio de referencia en lipidos.
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+ Las caracteristicas de desempeno son un rango reportable de 50 a
500 mg/dL, un error total permitido del 10% en una concentracion de 200
mg/dL, un CV para el método de 3% o menor, un sesgo para el método
del 3% o menos, sin interferencia por ictericia hasta una concentracién
de bilirrubina de 10 mg/dL, sininterferencia por lipemia hasta una
concentracion de trigliceridos de 600 mg/dL, y una interferencia minima
por hemolisis.

Las caracteristicas de un point-of-care (POC) podrian ser bastante
diferentes, particularmente las caracteristicas de aplicacién que deben tomar
en cuenta los sitios POC:

+ Las caracteristicas de aplicacion son un espécimen de sangre entera
obtenida por puncion capilar o una muestra heparinizada, un tiempo de
entrega de 10 minutos o menos, facilidad de uso para operadores que no
estan entrenados en exdmenes de laboratorio, un mantenimiento y tiempo
muerto minimo, funcionen o no funcionen, un costo menor a $4.00 por
examen, un lote de reactivos imposible de usar no calibrado, pequeno,
ligero y portatil.

+ Las caracteristicas metodolégicas son la reaccién enzimatica de
esterasa de colesterol, una calibracion incorporada en el sistema de examen
por el fabricante con valores especificos de lote, todos con trazabilidad al
método de referencia Abell-Kendahl [3], y una exactitud verificada por
comparacion de resultados con un laboratorio de referencia en lipidos.

+ Lascaracteristicas de desempeno sonunrangoreportable de 100a 400
mg/dL, un error total permitido del 10 % en una concentracién de 200 mg/
dL, sin interferencia con hematocritos de hasta 55 %, sin interferencia por
bilirrubina de hasta 5 mg/dL, sin interferencia por una lipemia de hasta
600 mg/dL de triglicéridos, y una interferencia minima por hemolisis.

Seleccion de sistemas analiticos de examenes multiples

Se torna mucho mas complicado cuando seintenta seleccionar un sistema analitico
que lleva a cabo muchos examenes diferentes. Los sistemas analiticos hoy en
dia pueden ofrecer un centenar de examenes diferentes. Son estos instrumentos
enormes, que pueden consolidar mucho del trabajo de laboratorio de una sola
“caja”. Cuando el objetivo es la consolidacién, entonces las caracteristicas de
aplicacion dominaran el proceso de seleccion. Las caracteristicas metodolégicas
podrian ser de interés para algunos examenes criticos, pero la calidad analitica
de muchos examenes sera asumida como aceptable. Apesar de esto, el desempeno
de cada examen debe ser validado para rango reportable, precision, exactitud
e intervalos de referencia.
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Como un ejemplo de las caracteristicas de aplicaciéon en el “mundo real”, una
presentacion de un trabajo libre[4] en una convencién nacional se enfocé en las
siguientes caracteristicas: el nimero de diferentes examenes disponibles (menu
de pruebas), los examenes/hora (rendimiento), cantidad de reactivos a bordo, la
carga de reactivos, la capacidad de carga de muestras, el volumen de la muestra,
el volumen muerto minimo, la deteccion de coagulos/burbujas, el tiempo de anali-
sis, la demora durante la puesta en marcha, el tiempo hasta generar el primer
resultado, la capacidad para muestras de urgencia y el tiempo de demora para
las urgencias, las horas de mantenimiento diario, el registro de mantenimiento
realizado en el software del equipo, la simplicidad de operacién del software, la
reglas de Control de la Calidad disponibles y el tiempo de entrenamiento. Estas
son caracteristicas de aplicaciéon complejas que requieren un estudio cuidadoso
y minucioso para comparar las caracteristicas de diferentes sistemas.

Encontrar toda la informacién es un reto. Los fabricantes a menudo
proveen descripciones para sus sistemas analiticos en sus sitios web y en sus
materiales de mercadeo. La comparacién de las caracteristicas de diferentes
sistemas analiticos es ayudada en gran medida por “reportes de comparacion
de instrumentos”, tales como los provistos en CAP Today del CAP “College of
American Pathologists’. Existen enormes exhibiciones de equipos y sistemas en
convenciones de profesionales tales como la de la AACC “American Association
of Clinical Chemistry”. Finalmente, y tal vez lo mas importante antes de la de-
cision final de compra, debe haber visitas a los laboratorios donde los sistemas
ya estan instalados y funcionando.

La informacion y las especificaciones para el desempeno del método podrian
ser mas dificiles de encontrar. Si bien se solicita a los fabricantes declarar sus
especificaciones de desempeno para obtener aprobaciéon de mercado de la FDA,
estos reportes sobre las caracteristicas de desempenio podrian ser dificiles de
encontrar en su material de mercadeo. A veces los estudios de validaciéon de
métodos son publicados en la literatura cientifica, pero esto esta usualmente
limitado a nuevos exdmenes y nuevos sistemas. Es mas comin encontrar buena
informacién cientifica en los resimenes y carteles presentados en convenciones
profesionales. Paralos sistemas analiticos que tienen algo de historia en el campo,
su desempeno comparativo podria ser consultado en reportes de encuestas de
esquemas de evaluaciéon de la competencia y programas de evaluacién externa
de la calidad de organizaciones tales como el CAP, el Medical Laboratory Evalu-
ation (MLE), y 1la American Association of Bioanalysts (AAB).
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¢, Cual es el punto?

La selecciéon de un método o de un sistema analitico lleva directamente a la
calidad de los examenes disponibles de un laboratorio. Por tanto, el proceso de
seleccion en simismo debe ser objetivo yjustificarla aplicacion y las caracteristicas
metodologicas que son importantes en su laboratorio. El proceso de seleccion es
particularmente complicado para los sistemas analiticos de examenes multiples,
donde las caracteristicas de aplicacion dominaran la decisién. Para mantener
la calidad analitica presente en el proceso de decisién, podria ser necesario ir
mas alla de la consideracion de las caracteristicas metodologicas y observar el
desempeno comparativo de los métodos, informacién disponible en los reportes
de encuestas de los esquemas de evaluacion de la competencia y programas de
evaluacion externa de la calidad. El laboratorio debe validar las caracteristicas
de desempeno de todos los examenes en el sistema. Y el laboratorio poseera la
calidad que compre.
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Un problema de seleccion!

VIRGINIAE ITEM et FLORIDAE, by Johannes Cloppenburg,
Amsterdam, 1630.

Este mapa de la costa sudeste de E.U.A. fue preparado a partir de dos
mapas anteriores — uno de Florida y uno de Virginia. Si bien el mapa
fue bien realizado, es decir, un grabado hermoso, no fue de mucha
utilidad porque omitié una caracteristica muy importante — Las
Carolinas. En consecuencia lasislas “Cape” dellado oeste del mapa de
Virginia se unieron a la geografia del este de Florida, sin dejar lugar
para Las Carolinas. Un mito notorio surgido de este mapa es el lago
no existente en las montanas Appalachian, que fue conocido como el
Lago Appalachia.
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6: ¢ Qué experimentos son necesarios para
validar el desempeno de un método?

El Dr. Westgard explica como desarrollar un plan experimental para un estudio
de validacion de métodos. Pueden ser utilizados experimentos especificos
para estimar la magnitud de los diferentes tipos de errores analiticos. Estos
experimentos pueden ser organizados en un plan practico en base al tiempo y
esfuerzo necesarios para llevar a cabo los diferentes experimentos.

Objetivos:

Identificar los diferentes experimentos utilizados en un estudio de
validacion de métodos.

Relacionar esos experimentos a los tipos de error estimados.

Organizar esos experimentos en un plan practico para llevar a cabo el
estudio.

Materiales del capitulo:
VM — El plan experimental, por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar la leccidn.

* Revisar un reporte de literatura y sus procedimientos experimentales.
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Preguntas de Autoevaluacion:
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,Qué experimento es utilizado para estimar la imprecision de un método?

,Qué experimentos son utilizados para estimar la inexactitud de un
método?

(Por qué el experimento para rango reportable es realizado al comienzo
del estudio de validacion?

(Por qué por lo general se realizan dos experimentos de replicacién?
,Qué diferencia existe entre el error sistematico proporcional y constante?

,Qué experimentos se realizan para estimar los errores sistematicos
proporcional y constante?
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Validacion de Métodos: El Plan Experimental
James O. Westgard, PhD

Comienzo esta disertaciéon asumiendo que el método a ser evaluado ha sido
seleccionado cuidadosamente, como se discutidé anteriormente en Seleccionando
un método para validar. Por lo tanto, los requisitos de aplicaciéon han sido
satisfechos y las caracteristicas metodolégicas han sido consideradas.

Ahora podemos enfocarnos en las caracteristicas de desempeno, los cuales
incluyen la precision, la exactitud, la interferencia, el rango reportable, y algu-
nas veces los limites de deteccion. Estas caracteristicas podrian haber sido ya
estimadas por el fabricante (especificaciones de desempernio establecidas para el
método) o por un usuario (publicados en un estudio de validacion). Estos reportes
o resultados publicados aiin necesitan ser verificados para demostrar que el
método funciona adecuadamente y que es aceptable en su laboratorio particular.
Ese es el propodsito de un estudio de validacion de métodos.

Acercamiento para la formulacion de un plan

Para llevar a cabo un buen estudio de validacién de métodos, necesita hacer lo
siguiente:

* definir unrequisito de la calidad para el examen en la forma de la cantidad
de error que es permitida, preferentemente un error total permitido;

+ seleccionar experimentos apropiados para revelar los tipos de errores
analiticos esperados;

* recolectar los datos experimentales necesarios;

+ realizar calculos estadisticos a partir de los datos para estimar el tamano
de los errores analiticos;

+ comparar los errores observados con el error permitido definido, y

* juzgar la aceptabilidad del desempeno del método observado.

Un plan experimental puede ser formulado al:

* reconocer los tipos de errores que necesitan ser evaluados para este
examen y este método;

+ 1dentificar los experimentos apropiados y la cantidad de datos necesaria
para estimar esos tipos de error, luego

* organizar estos experimentos para realizar los que son rapidos y sencillos
primero, y los que toman mas tiempo y esfuerzo después.
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Tipos de errores que deben ser evaluados

Resultados del Método Evaluado

pag

/Todas las mediciones tienen algun error! Incluso los instrumentos simples
de medicién, tales como una bascula de bano, tienen errores. Cada vez que
se pesa en una bascula de bano, observa error. Por eso es que usted se baja
inmediatamente de la bascula, se sube nuevamente y hace otra medicion.
Usualmente observa que estas mediciones, aunque realizadas préximas en el
tiempo y esencialmente bajo condiciones idénticas, no son aun exactamente las
mismas — esto es provocado por el error aleatorio o imprecision como hemos
discutido anteriormente en El secreto mads interno oculto y profundo sobre la
validacion de métodos. Podria también haber notado que virtualmente todas
las escalas son inexactas —todas marcan muy alto, ;no es cierto? Este es un
ejemplo del error sistematico o sesgo descrito anteriormente.

En respuesta a que consideramos que el peso obtenido es muy alto, usual-
mente tratamos de ajustar el punto cero de la bascula y lograr los resultados
mas bajos. Esto asume que hay un error sistematico que es constante en la

Error
Aleatorio

Error
Sistematico
Constante

Error
Sistematico
Proporcional

Resultados del Método de Comparacion
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naturaleza, esto es, toda la gente que se pese en esa bascula tendra mayor peso
en la misma cantidad. Si en lugar de ello los pesos de todas las personas tienen
error en proporciéon a su peso total, esto es, error proporcional, la medicion
necesita ser corregida mediante un tipo de calibracién de ajuste, mas que un
ajuste de punto cero.

Si1 artefactos tan simples como las basculas, estan sujetos a error, es total-
mente comprensible que las mediciones de los dispositivos complejos y sistemas
utilizados para los examenes de laboratorio estén sujetos a los mismos tipos de
error:

* 1mprecision o errores aleatorios,
* 1nexactitud, sesgo, o errores sistematicos, que pueden ser de dos tipos
- error sistematico constante, o

- error sistematico proporcional.

Todos estos errores pueden ser reconocidos cuando un grupo de mediciones
es comparado con los valores correctos o verdaderos. Por ejemplo, la figura de
arriba muestra como los diferentes tipos de error se revelan cuandolos resultados
de un método de examen son graficados en el eje “y” contra aquellos obtenidos
a partir de un método de comparacion en el eje “x”. La linea punteada en el
medio de la figura representa el desempeno del método ideal donde el método
de examen y el método de comparacion dan exactamente los mismos resultados.
La linea inferior en la figura muestra el efecto de un error sistematico propor-
cional, donde la magnitud del error se ve incrementada en cuanto el resultado
del examen se torna mas alto. La linea superior muestra el efecto de un error
sistematico constante, donde toda la linea se desplaza hacia arriba y todos los
resultados son mayores en la misma cantidad. Nétese que estos resultados
también estan afectados por el error aleatorio del método, por consiguiente, los
puntos de los datos reales estarian dispersos alrededor de la linea 1lustrada en
la figura. El rango generado por la dispersién hacia arriba y abajo de la linea
brinda una idea de la cantidad de error aleatorio que esté presente.

Experimentos para estimar los errores analiticos

Si bien un experimento de comparaciéon de métodos puede revelar todos estos
diferentes tipos de errores, no es necesariamente la mejor manera deiry estudiar
un nuevo método. Por ejemplo, el error aleatorio podria ser estimado mas
rapidamente por analisis de un solo espécimen o un material de control estable.

Hay experimentos especificos para la estimacion de los diferentes tipos de
error analitico, como se muestra en la tabla abajo. La primera columna enumera
el tipo de error. La segunda columna esta rotulada como “preliminares” porque
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E

E

estos

Tipo de Error Experimentos de Evaluacion
Analitico

Error Aleatorio

rror Sistematico
Constante

rror Sistematico
Proporcional

experimentos son generalmente mas sencillos de realizar y toman menos

tiempo y esfuerzo que los experimentos “finales”. Los experimentos finales son
mas demandantes y deben ser realizados después de que los resultados de los
experimentos preliminares han mostrado que todo es aceptable hasta ahora. Sin

emba
los ex

debid

rgo, si se observa un desempeno pobre a partir de los datos obtenidos en
perimentos preliminares se puede detener el estudio y rechazar un método
0 a que una condicién de error especifica ha sido identificada.

Aqui hay una pequena descripcién de estos diferentes experimentos:
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Un experimento de replicacion provee informacion acerca del error
aleatorio y se lleva a cabo haciendo mediciones de una serie de alicuotas
de las mismas muestras dentro de un periodo de tiempo especifico,
usualmente dentro de una corrida analitica, en un dia o durante un
periodo de un mes. El experimento preliminar usualmente involucra la
determinacién de laimprecisionintracorrida (condiciones de repetibilidad).
El experimento final generalmente requiere de al menos 20 dias de
trabajo para generar un buen estimado de la imprecision total (precisién
intermedia o intralaboratorio), que incluye los componentes de precisiéon
intra e intercorridas y entre dias.

Un experimento de interferencia provee informaciéon 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.
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e Unexperimento de recuperacion provee informacion acerca del error
sistematico proporcional causado por unareaccion competitiva. Se prepara
una muestra para examen anadiendo una solucién estandar del analito que
se esta midiendo a una alicuota del espécimen de un paciente. Se prepara
una muestra control anadiendo 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 anadida.

e Un experimento de comparacion de métodos es primariamente
usado para estimar el error sistematico promedio observado con muestras
reales de pacientes, pero también puede revelar la naturaleza constante
o proporcional de ese error. Se recolecta una serie de especimenes de
pacientes y se analizan tanto por el método de examen como por un
método analitico de comparacion. Los resultados son comparados para
determinar las diferencias entre los métodos, que representan los errores
analiticos entre los métodos.

Organizar los experimentos en un plan

Unplan general para validar el desempeno de un nuevo método se bosqueja abajo.
Incluye cuatro fases —la familiarizacién inicial con el método, los experimentos
preliminares de evaluacion “rapidosy sucios”, seguidos de estudios mas extensivos
de precision y exactitud, y concluyendo con los pasos paraimplementar el método
para el trabajo de rutina.

Periodo de familiarizacion

+ Establecer el procedimiento de trabajo
+ Validar el rango reportable

* Verificar la calibracion

+ Verificar el limite de deteccion

Experimentos preliminares de Validacion de Métodos (VM por sus
siglas en inglés)

* Realizar estudios de replicacién intracorrida
* Realizar estudios de interferencia
* Realizar estudios de recuperacion

+ Juzgar la aceptabilidad analitica
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Experimentos finales de Validacion de Métodos (VM por sus siglas en
inglés)

+  Realizar estudios de replicaciéon total

* Realizar estudios de comparaciéon de métodos
+ Juzgar la aceptabilidad analitica

+ Verificar el(os) intervalo(s) de referencia

*  Documentar los estudios.

Implementacion

*  Seleccionarlos procedimientos de Control Estadistico Interno dela Calidad
+ Escribir los protocolos o procedimientos de operacion

*  Entrenar a los analistas

* Introducir el método en el servicio

*  Monitorear el desempenio de rutina

Noétese que este plan puede y deberia ser ajustado para considerar alguna
caracteristica nica de un método o algun requisito especial de un laboratorio
y de los pacientes a quienes sirve. Por ejemplo, los estudios de interferencia y
recuperacion podrian ser mas extensivos si el hospital es un centro oncolégico
cuyos pacientes seran tratados probablemente con varios medicamentos dife-
rentes. En un centro de trasplantes, los estudios de comparacion de métodos
podrian enfocarse en los pacientes trasplantados que estan en tratamiento
con farmacos anti rechazo. La cantidad de datos necesarios también puede ser
ajustada en base a lo que ya esta disponible en la literatura o a lo que se requiere
por lineamientos regulatorios o de acreditacion. Por ejemplo, este plan deberia
tomar en consideracion la complejidad de los métodos, como se clasifica en los
lineamientos de la Regla Final de CLIA. Cualquier método desarrollado en casa
o cualquier método de fabricante modificado requieren estudios mas cuidadosos
y podrian aplicarse los protocolos de CLSI para el experimento de replicaciéon y
para los experimentos de comparacién de métodos. Los métodos sin modificacién
non-waived podrian ser evaluados con experimentos mas simples que requieren
menos tiempo y esfuerzo y también menos datos. Para métodos non-waived, no
modificados aprobados por la FDA, existe un protocolo mas simple planeado
para la verificaciéon por parte del usuario para veracidad y la precisién en el
laboratorio, el cual sera discutido en el capitulo 19.
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Un recorrido por el plan

El primer paso con cualquier método nuevo es hacer que el método funcione y
establecer un protocolo de operacion. Esteesel periodo de “familiarizaciéon”, donde
el objetivo es aprender como trabajar apropiadamente el método y establecer
un protocolo de operacion que genere resultados de examen consistentes. Con
nuestra bascula de bano, por ejemplo, tiene que sacar la bascula fuera de la caja,
transportarla al lugar apropiado, encontrar un espacio para ponerla, y probarla.
Con un nuevo método analitico, tiene que instalar el instrumento, preparar los
reactivos, calibrar los métodos y obtener resultados a partir del examen de las
muestras. Uno de los factores criticos es revisar los estandares y confirmar que
el método esta calibrado apropiadamente, de otro modo los errores de calibracion
apareceran a lo largo del trabajo experimental.

Una vez que el método esté en operacion, el siguiente paso es determinar
el rango reportable. Con nuestra bascula de bafo, generalmente nos preocupa
que el rango sea adecuado para poder pesar desde un nino pequeno hasta un
adulto moderadamente grande. La bascula comtn no tiene probabilidad de ser
suficientemente sensible para pesar a un pequeno bebé, asi que si un limite de
deteccion muy bajo es importante, esta caracteristica necesita ser enfrentada
directamente cuando se seleccione la bascula. La bascula comin tampoco tiene
probabilidad de poder pesar un jugador de futbol americano de mas de 130 ki-
los, asi que si es importante un rango de trabajo extremadamente amplio, esa
caracteristica, de nuevo, deberia ser considerada durante el proceso de seleccion.
Del mismo modo, con un nuevo método analitico, el rango reportable variara
de examen a examen y debe ser definido como parte de las especificaciones del
método, luego verificado analizando una serie de soluciones, usualmente en
duplicado o triplicado, cuyas concentraciones cubran todo el rango analitico de
interés. Siel limite de deteccion es una caracteristica critica, podria ser evaluado
en este momento o en la siguiente fase de experimentos preliminares.

Después se realizarian los experimentos preliminares para determinar la
1mprecision intracorrida, recuperacion e interferencia. Se recolectan cantidades
de datos minimas en un periodo corto de tiempo para facilitar una evaluacién
rapida sobre la aceptabilidad del desempeno del método bajo las condiciones
mas simples. El experimento de replicacion podria incluir 20 muestras de dos
o tres materiales cuyas concentraciones que estén proximas a los niveles de de-
cision médica de interés para los examenes. Los experimentos de interferencia
deberian examinar problemas comunes tales como la hemdlisis, la lipemia y
altas concentraciones de bilirrubina. Los experimentos de recuperaciéon evaliian
s1 existe alguna reaccion competitiva debida a la matriz o a otros materiales
presentes en los especimenes originales. Silos errores revelados por los experi-
mentos preliminares son pequenos, se deben realizar los experimentos finales
de replicacion y comparaciéon de métodos.
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Este experimento final de replicacién deberia cubrir al menos 20 dias de
trabajo. El experimento de comparacién de métodos sera realizado usualmente
con especimenes frescos de pacientes, pero también se deberian examinar es-
pecimenes almacenados si esas condiciones de almacenamiento representan un
procesoy manejo tipico de los especimenes analizados rutinariamente. El método
comparativo deberia,idealmente, ser uno que haya sido estudiado previamentey
un minimo de 40 muestras de pacientes bien escogidas deberian ser examinadas
por un minimo de 5 dias de trabajo. Estas muestras deberian estar distribuidas
en un tercio del rango bajo a normal-bajo, un tercio en el rango normal, y un
tercio en el rango anormal alto. Una vez que se han recolectado estos datos, la
aceptabilidad del método deberia ser evaluada en base al tamano de los errores
analiticos aleatorios, sistematicos y totales. Si estos errores son pequenos en
comparacion con la cantidad de error que invalidaria el uso e interpretacion
de un resultado de examen, el método es aceptable. Si es muy grande, estos
errores haran necesario rechazar el método o identificar y eliminar las causas
de los errores.

Atn cuando el desempeno de un método sea evaluado como aceptable, podria
ser necesario estimar o al menos verificar el o los intervalos de referencia. Si el
desempeno del método comparativo no esta bien documentado, podria también
ser necesario realizar estudios clinicos para correlacionar los resultados de los
examenes con las condicionesclinicas. Finalmente, todos estos estudios necesitan
ser documentados para futuras referencias.

La implementacién comienza escribiendo el protocolo del método o el
procedimiento de laboratorio que sera usado para entrenar a otros analistas
para ejecutar el nuevo método. Una parte esencial es una descripcion de los
procedimientos de control de la calidad que seran usados para monitorear el
desempeno en el trabajo de rutina. Una vez que el analista haya sido entrenado
y el método incluido en el servicio de rutina, sera muy importante monitorear
de cerca el desempeno durante el primer mes, identificar las fuentes de los
problemas potenciales, mejorarlos procedimientos de mantenimiento preventivo,
y actualizar a los analistas acerca de como manejar mejor la calidad del método.

¢ Qué hacer?

Para realizar un estudio de validacion de métodos usted necesita entender los
experimentos y organizarlos en un plan eficiente. El1 bosquejo que hemos ofrecido
en este capitulo provee un punto de inicio, pero puede y deberia ser modificado
para sus aplicaciones particulares. Deberia definir y escribir su propio plan,
ajustarlo con procedimientos que describan la cantidad de muestras y su origen,
asi como hojas de trabajo para registrar los datos. Es importante observar los
datos a medida que son obtenidos paraidentificar de manera temprana problemas

pagina 72



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

mientras son realizados los experimentos. Esto generalmente significa tabulary
graficar los datos antes del analisis estadistico. |Y los problemas de interés son
tanto aquellos surgidos de los experimentos como aquellos que estan vinculados
con el método! Debe sacar conclusiones acerca de la aceptabilidad del desempenio
conforme complete cada experimento individual. Por Gltimo, la decision final
deberia estar basada en el error maximo o total esperado de los experimentos para
precision a largo plazo y para comparaciéon de métodos. Incluso cuando el método
sea juzgado como aceptable, el trabajo no esta terminado. La implementacion
requiere del disenio de un procedimiento de Control Estadistico Interno de la
Calidad adecuado, de la documentaciéon de los procedimientos estandar de
operacion, y del entrenamiento eficiente de todos los operadores. La validacion
de métodos no termina hasta que el método demuestra un desempeno estable
bajo condiciones de operacién de rutina.

Referencias

1. CLSI EP5-A2. Evaluation of precision performance of quantitative
measurement methods. Approved Guideline 2004. Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne PA.

2. CLSIEP9-A2.Method comparison and bias estimation using patient samples.
Approved Guideline 2002. Clinical and Laboratory Standards Institute,
Wayne PA.

3. CLSI EP15-A2. User verification of performance for precision and trueness.
Approved Guideline 2006. Clinical and Laboratory Standards Institute,
Wayne PA.
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7: ¢ Como se analizan los datos experimentales?

Antes de explicar los detalles de los experimentos especificos, el Dr. Westgard
da una visién general del analisis de datos que es util y apropiada para los
diferentes experimentos. El acercamiento presentado se basa en considerar las
“herramientas” para el analisis de datos, mas quelas estadisticas ylas ecuaciones.
Estas herramientas estan disponibles de manera simple con un formato de
calculadores, hojas de calculo electronicas y programas de computadora. Se
introducen calculadores en linea para proveer herramientas faciles de usar con
este libro de texto.

Objetivos:
*  Minimizar su miedo a la estadistica.

+ Identificar las herramientas y las técnicas necesarias para el analisis de
datos.

* Combinar las herramientas con los experimentos y los errores a ser
estimados.

* Reconocer la capacidad de las herramientas de calculo disponibles

Materiales del capitulo:

* VM — El conjunto de herramientas de analisis de datos, por
James O. Westgard, PhD

e El conjunto de herramientas de analisis de datos para la
validacion de métodos, http://www.westgard.com/mvtools.html

Cosas qué hacer:

«  Estudiar la leccion.

* Practicar usando los calculadores en linea con los datos presentados como
ejemplo.

+ Revisarlasestadisticas presentadas en uninforme de validacién publicado.
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Preguntas de Autoevaluacion:

* (Qué calculos realizaria usted con los datos obtenidos a partir del
experimento de replicacion?

,Qué calculos realizaria usted con los datos obtenidos a partir del
experimento de comparacion de métodos?

(,Qué graficos estan asociados a los diferentes tipos de analisis?
+  Estime la media, desvio estandar y coeficiente de variacién a partir del
siguiente conjunto de datos:

[203, 202, 204, 201, 197, 200, 198, 196, 206, 198, 196, 192, 205, 195,
207, 198, 201, 195, 202, 195]

+ Estime los estadisticos de regresion y el sesgo promedio a partir del
siguiente conjunto de datos:

Metodo de Examen (Y) Método de Comparacion (X)
218 217
161 161
240 244
193 193
290 295
117 118
118 122
203 204
74 74
114 116
245 238
262 260
203 203
218 207
311 304
362 353
332 327
428 423
163 155
268 257
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Validacion de Métodos:
La “Caja de Herramientas” para el Analisis
de Datos

James O. Westgard, PhD

Este capitulo en realidad es sobre estadistica, pero no puse “estadistica” en el
titulo porque mucha gente se desanima tan pronto como ve esa palabra. Otras
se ponen incomodas cuando ven las ecuaciones para los calculos estadisticos.
Hasta ahora—tres oraciones en este capitulo—usted podria preguntarse sipuede
simplemente saltarse el capitulo y evadir el tema. La respuesta es NO. Necesita
la estadistica para darle sentido a los datos recolectados en los experimentos de
validacion de métodos.

jHerramientas, no ecuaciones!

Parareducirlos obstaculos mentales que surgen cuando tratamos de entender la
estadistica, no hay ninguna ecuacion en este capitulo. En su lugar, vamos
a asumir que los calculos pueden ser realizados facilmente con la calculadora
y la tecnologia de informatica disponible hoy en dia. Su trabajo principal sera
reconocer qué calculos son tutiles para diferentes grupos de datos.

Cuando doy conferencias sobre este tema, comienzo mostrando a la clase
un conjunto de herramientas, tales como un martillo, una llave para tuercas,
una sierra y un destornillador. Las herramientas de oficina (tales como una
engrapadora, tijeras, papel y pluma) también son buenos ejemplos, pero usted
esta demasiado comodo con esas herramientas. Quiero que aprenda que puede
usar herramientas, incluso si no esta muy cémodo con ellas. Asi que, consider-
emos el martillo, la llave para tuercas, la sierra y el destornillador.

* (/Qué herramienta seria mas tutil para colgar un cuadro en la pared?

* (Qué herramienta usaria para ajustar el armazon de sus lentes de sol?

*  (Qué herramienta quisiera llevar en Navidad cuando va al bosque para
conseguir su arbol?

*  (/Qué herramienta espera tener si su carro tiene una llanta baja?

Usted no tiene que ser un ingeniero, un mecanico o un carpintero para
reconocer qué herramienta se ajusta a cada uno de estos trabajos. Cada quien
haceusodeestasherramientas parahacer ciertos trabajosbasicos. Sibien existen
aplicaciones mas complicadas que requeririan mas habilidad y conocimiento —y
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algunas veces herramientas mas especializadas— cualquiera es capaz de hacer
uso practico de las herramientas comunes.

jPodria ser lo mismo con la estadistica!

Herramientas recomendadas para el analisis de datos

La estadistica s6lo es una herramienta para combinar muchos resultados
experimentales, es decir datos, y resumir todos estos datos en sélo unos cuantos
numeros. Recuerde que el objetivo de cada experimento es estimar la cantidad
de error a partir de los datos recolectados. La clave con la estadistica es saber
cual estadistico nos da una informacién mas til acerca de los errores de interés
en los diferentes experimentos.

Antes de intentar estimar estos errores, necesitamos definir el rango
analitico util (o rango reportable) del método para que los experimentos
puedan ser planificados apropiadamente y puedan ser recolectados datos vali-
dos. El rango reportable estda usualmente definido como el rango en el cual la
respuesta analitica del método es lineal con respecto a la concentracion del
analito que esta siendo medida.

Luego comenzamos con el analisis de errores. Primero, queremos saber
la imprecision o el error aleatorio de 20 6 mas datos obtenidos a partir de un
experimento de replicacién. Luego necesitamos estimar el error sistematico a
partir de 40 o méas datos (para cada uno de los métodos, o sea 40 pares de datos)
obtenidos a partir de un experimento de comparacion de métodos. Finalmente,
necesitamos evaluar desempeno del método en base a los errores que han sido
observados. La estadistica se usa para hacer estimaciones confiables de los er-
rores a partir de los datos que han sido obtenidos.

Aqui hay una imagen de la caja de herramientas que necesitara para
analizar los datos de los experimentos de la validacién basica de métodos. La
caja de herramientas incluye varios calculadores y herramientas para graficar:
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0
0 Media
S,Ccv

Estadisticas de . 0
Distribucion Histograma

Herramienta para
graficar datos de
linealidad Calculador de Desviacién Estandar (S)

Calculador de
Decisiones

y/x r

Estadisticas de Grafico Estadisticas para Grafico de
Regresion de Comparacion la pruebat Diferencias

Calculador de datos apareados

Caja de Herramientas Basicas para la Validacion de Métodos

+ Herramienta paragraficar datos delinealidad para mostrarlarespuesta
del método observado contra las concentraciones relativas o asignadas para
una serie de soluciones o especimenes;

+ Calculador de Desvio Estandar (S) para determinar la estadistica de la
distribucién (media, S, CV) y para mostrar un histograma de la distribucion;

e Calculadordedatos apareados paradeterminar estadisticas de regresion
(pendiente o “a” ,intercepciéon en “y” o “b”, desviacion estandar sobre la linea
de la regresion lineal 0 “s 7, y el coeficiente de correlacion, “r”), mostrar los
datos en un “grafico de comparaciéon” (método de examen en “y”, método de
comparacion en “x”), determinar los estadisticos “t” (sesgo, S. ., valor-t), y

mostrar datos en un grafico de diferencias (y-x contra x);

dif?

e (Calculador de Decisiones para evaluar el desempeno.

pagina 79



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

Noétese que estas herramientas a menudo incluyen tanto los calculos como
graficos a partir de los datos. Hay una asociacién entre ciertos calculos y graficos
porque se complementan entre si al describir y mostrar un conjunto de datos.
Por ejemplo, las estadisticas de distribucion se utilizan con un histograma para
describir y mostrar datos para imprecision o error aleatorio. Para la inexactitud
o el error sistematico, se utilizan estadisticas de regresién con un grafico de
comparacion, o estadisticas “t” con un grafico de diferencias.

Notese también que existe un orden natural para usar las herramientas,
como se sugiere por su ubicacion en la caja de herramientas. Aquellas situadas
arriba son generalmente empleadas primero, por ejemplo, la herramienta para
graficar datoslineales es usada en un primer momento para establecer o verificar
el rango reportable del método, después la proxima herramienta a utilizar es el
Calculador de Desvio Estandar para estimar la imprecision o el error aleatorio,
cuya aceptabilidad puede ser evaluada utilizando la calculadora de decisiones.
Después de estos pasos, la calculadora de datos apareados sera utilizada para
estimar la inexactitud del método y usar de nuevo el Calculador de Decisiones
para evaluar el desempeno general del método.

Doénde conseguir las herramientas

Estas herramientas de calculo podrian ser obtenidas empleando calculadoras
de mano (por ejemplo, Texas Instruments), de hojas de calculo (por ejemplo,
Excel), software de estadistica de uso general (Minitab, SAS, SPSS), software
especializado de validacién de métodos hecho para aplicaciones del laboratorio, y
también de calculadores en linea en la pagina web de Westgard. Muchas de estas
fuentes también van a ofrecer graficos apropiados, o puede usted construirlos
manualmente usando papel para graficar. La Carta de Decision de Método puede
ser construida facilmente a mano con papel para graficar.

El capitulo 8 provee mas informacién acerca de los calculos. Los capitulos
posteriores nos ofrecen una discusién mas detallada acerca del uso e interpre-
tacion de las estadisticas con experimentos individuales. Por ahora, vamos a
enfocarnos en un contexto global —qué herramientas son apropiadas para los
diferentes experimentos de validaciéon de métodos.

Cuando usar cada herramienta

Dado un conjunto de datos experimentales, necesita reconocer qué herramienta
es correcta cada trabajo especifico. Aqui hay unas guias generales:

e El error aleatorio (EA) casi siempre se estima calculando la desviacion
estandar (S). El experimento por si mismo determina cudales son los factores
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que contribuyen al estimado, por ejemplo, el experimento de replicaciéon limita
los errores aleatorios s6lo al método que se esta evaluando, mientras que el
experimento de comparaciéon de métodos puede proveer un estimado de los
errores aleatorios entre los métodos, lo que depende de la variacién observada
para el método en evaluacién (examen), y para el método de comparacion.

e Elerrorsistematico (ES) estarelacionadoen cierta maneraconel calculode
una media o promedio. Esta podria ser la diferencia promedio entre muestras
apareadas en un estudio de comparacion de métodos, o la diferencia entre
las medias obtenidas a partir de cada método, o una representacion de la
relaciéon promedio como se da por la linea de mejor ajuste a través de datos
de comparacién de métodos.

* Recuerde que una decisién sobre la aceptabilidad del desempeno de un
método implica evaluar silos errores observados afectaran la utilidad clinica
del examen. La estadistica provee el mejor estimado del tamafno de los
errores [1]. Usted debe evaluar si esos errores afectaran la utilidad clinica
del examen [2]. Puede hacer esto definiendo un requisito de la calidad en la
forma de un error total permitido, TEa, tal como se define en los criterios
de los esquemas de evaluacion de la competencia de CLIA para desempeno
aceptable. Una herramienta grafica simple llamada la Carta de Decision de
Método puede ser usada para ayudarle a evaluar el desempenio del método.

Herramientas de ejemplo para uso educacional

Lascalculadores enlinea para uso educacional estan disponibles en la pagina web
de Westgard http:/www.westgard.com/mvtools.html. Estas herramientas
web deberian ser utiles para trabajar con los conjuntos de datos empleados
para los ejemplos y para el conjunto de datos presentados como problemas
para resolver. Sin embargo, no estan disefiados para responder a todas sus
necesidades de analisis de datos para los estudios de validacién de métodos.
También se recomienda que adquiera sus propias herramientas de calculo, ya
sea un programa de estadistica general, un programa de validacién de métodos
especializado, o una hoja de calculo electrdnica.

La herramienta para graficar datos de linealidad es usada con los
datos obtenidos en el experimento de linealidad, donde el propésito es evaluar
el rango analitico, a lo largo del cual serian informados los resultados de paci-
entes. La respuesta del método es graficada en el eje “y” contra la concentracion
relativa o valores asignados de las muestras o especimenes en el eje “x”. El
“rango reportable” es estimado generalmente como el rango lineal de trabajo
del método analitico.
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El calculador de desvio estandar se utiliza para los datos obtenidos en
el experimento de replicacién, donde el objetivo es estimar el error aleatorio o
la imprecisiéon del método en base a mediciones repetidas del mismo material.
La estadistica que deberia ser calculada es la media, la S y el CV. También
asegurese de registrar el niumero de mediciones usadas en los calculos.

* La media, o el promedio del grupo de resultados, describe la locacion
central de las mediciones.

+  Ladesviacién estandar “S” describe la distribucién deresultados esperada,
esto es, se espera que el 66% de los resultados estén dentro de la media
+1S, el 95% dentro de la media £ 2 S, y el 99.7% dentro de la media +
3S.

+ El CV, o coeficiente de variacion, es igual a la desviaciéon estandar “S”
dividida por la media, multiplicada por 100 para expresarse en porcentaje.

* El histograma muestra la distribucion de resultados. Idealmente, la
distribucién deberia ser Gaussiana, o “normal”.

El calculador de datos apareados podria ser usado con los pares de
resultados de cada espécimen analizado por el método en evaluaciéon (examen)
y el método de comparacién en el experimento de comparaciéon de métodos.
Esta es la parte mas complicada del analisis estadistico y requiere el mayor
cuidado y atenciéon. La estadistica de regresion lineal podria ser usada con un
grafico de comparacion, usar la estadistica de la prueba “t” junto con un grafico
de diferencias.

Las estadisticas de regresion que deberian ser calculadas son la pendiente
(b) y la intercepcion en “y” de la linea (a), la desviacién estandar de los puntos
alrededor de esa linea (sy/x), y el coeficiente de correlacién (r el coeficiente de cor-
relacién del momento del producto Pearson). También podria ver la pendiente
designadacomo “m”, laintercepcion en “y” como “b” yla desviacion estandar como
S .ciquee TESPEcCtivamente. Se incluye el coeficiente de correlacion para ayudarle
a decidir si las estadisticas de regresion lineal o las estadisticas “t” nos van a

dar los estimados mas confiables del error sistematico.

+ La pendiente describe el angulo de la linea que provee el mejor ajuste entre
los resultados generados por el método en evaluacion y los obtenidos por el
método de comparacién. Una pendiente perfecta seria 1.00. Las desviaciones
de 1.00 son una indicacion del error sistematico proporcional [1].

+ Laintercepciénen “y” describe donde se intersecta la linea de mejor ajuste con
el eje “y”. Idealmente, la intercepcion en “y” deberia ser 0.0. Las desviaciones
de 0.0 son indicadores de un error sistematico constante.
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+ El término Sy describe la dispersion de los datos alrededor de la linea de
mejor ajuste. Brinda una estimacion del error aleatorio entre los métodos que
incluye tanto la imprecision del método de examen y como la del método de
método de comparacion, asi como posibles efectos matriz que varian de un
espécimen a otro. Nunca sera cero porque tanto el método de examen como
el método de comparacion tienen alguna imprecision.

+ El coeficiente de correlacion el grado de acuerdo entre los resultados de los
dos métodos (el método en evaluacion y el de comparaciéon). Un r de +1.00
indica una correlacion perfecta, esto es, todos los puntos caen perfectamente
en una linea que muestra los valores del método de examen contra los
valores del método de comparaciéon. Los valores menores a 1.00 indican que
hay dispersion en los datos alrededor de la linea de mejor ajuste. Entre mas
bajo el valor de r, mas dispersos los datos. El uso principal de r es ayudarle a
evaluar la fiabilidad de los calculos de regresion lineal — el r nunca debe
ser usado como un indicador de la aceptabilidad del método. Cuando
r es 0.99 o mayor, los calculos de regresion lineal proveeran estimaciones
confiables de los errores. Cuando r es menor a 0.975, es mejor usar calculos
de datos apareados (prueba “t”) o técnicas de regresion alternativas (y mas
complicadas) tal como la regresiéon de Deming o de Passing-Bablock [4,5].

* Se deberia utilizar un grafico de comparacion para mostrar los datos del
experimento de comparacion de métodos (graficando los valores del método
de comparacion en el eje “x” y los valores del método de examen en el eje “y”).
Este grafico es usado entonces para inspeccionar visualmente los datos, para

identificar posibles valores atipicos y evaluar el rango lineal de acuerdo [1].

Las estadisticas de la prueba “t” de interés son el sesgo, el desvio estandar
de las diferencias (S,,), y finalmente, lo que se conoce como valor “t” que tam-
bién requiere conocimiento del nimero de mediciones de muestras apareadas.
De nuevo, asegurese de llevar registro del nimero de mediciones, el cual para
el experimento de comparacion de métodos es el nimero de especimenes de
pacientes comparados.

+ Elsesgo es la diferencia entre los promedios de los dos métodos, que también
es la diferencia promedio de todos los especimenes analizados por los dos
métodos. Nos da un estimado del error sistematico o de la diferencia promedio
que se espera entre los dos métodos — entre mas pequeno el sesgo, mas
pequeno el error sistematico, mejor el grado de acuerdo.
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* El desvio estandar de las diferencias (S,,) provee un estimado del error
aleatorio entre los métodos. Nunca sera cero porque tanto el método de
examen como el método de comparaciéon tienen algo de imprecision.

+  El valor “t” por si mismo es un indicador de si se han recolectado suficientes
mediciones de muestras apareadas para saber si el sesgo observado es real,
o estadisticamente significativo. Por regla general, en un experimento de
comparacion de métodos donde se ha comparado un minimo de 40 especimenes
de pacientes (procesados en ambos métodos), si es mayor que 2.0, implica que
los datos son suficientes para concluir que existe un sesgo. Es importante
recordar que para para evaluarla aceptabilidad del método debemos considerar
el tamano del sesgo y no del valor “t”.

*  Ungrafico de diferencias deberia ser usado para mostrar las diferencias entre
los resultados apareados, graficando la diferencia entre los resultados del
método de examen menos los valores obtenidos por el método de comparacion

(1

en el eje “y” para cada espécimen contra los resultados obtenidos a partir del
método de comparacion en el eje “x”. Los graficos de diferencias son populares
hoy en dia por su simplicidad, sin embargo, su uso e interpretaciéon no son
tan simples cuando se quiere tomar una decisién cuantitativa objetiva acerca

del desempenio.

El calculador de decisiones es utilizado para mostrar las estimaciones
de los errores aleatorios y sistematicos y evaluar el desempeno del método.
Por consiguiente, esta grafica depende de las estimaciones de los errores que
son obtenidas a partir de otros calculos estadisticos. Resumiendo, la grafica es
trazada en base al requisito de la calidad definido para el método y muestra la
inexactitud permitida en el eje “y” contra la imprecision permitida en el eje “x”.
La imprecision y la inexactitud observadas del método son luego graficadas para
mostrar el “punto operativo” del método (la coordenada “y” es la estimacién de
la inexactitud o el ES, la coordenada “x” es la estimaciéon de la imprecision o el
EA). La posicién de este punto operativo es interpretada en relacion a las lineas
que definen areas de desempeno “inaceptable”, “pobre”, “marginal”, “bueno”,
“excelente” y “clase mundial” (Seis Sigma). Vea los archivos en PDF en la pagina
web de Westgard para mas detalles. Discutiremos el Cuadro de Decision del

Método en detalle en el capitulo 16.
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o | Cnma. . , T

jOtro problema de perspectiva!
CHINA, by Philip Galle, Antwerp, 1595.

China aparece diferente en este mapa porque el Norte esta a la derecha, no
arriba. No obstante la Gran Muralla se muestra con claridad. Su perspectiva
sobrelas estadisticas es critica para suuso correctoy aplicacion. Siusted puede
recordar que las estadisticas son herramientas para estimar el tamano de los
errores, entonces podra tener bien clara la informacién que es importante.
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8: ¢Como se calculan estas estadisticas?

Este capitulobrinda las ecuaciones que fueron evitadas tan cuidadosamente en el
capitulo anterior de herramientas para el analisis de datos. Es muy importante
que usted entienda las pruebas de significancia estadistica y sus limitaciones
al momento de evaluar la aceptabilidad de un método y la verificar se obtenga
un desempeno semejante al declarado por el fabricante en sus especificaciones
de desempeno. También es importante comprender el uso y aplicacion de las
estadisticas que puede encontrar en los programas de computacion especificos
disponibles. Se necesita acceder a los calculos correctos de aquellos programas
y algunas veces es necesario mirar las ecuaciones para confirmar que esta
obteniendo los calculos correctos.

Objetivos:

* Aprender los términos estadisticos que se encuentran comtinmente en los
informes de validacién de métodos y las especificaciones de desempeno
del método declaradas por los fabricantes.

+ Revisar las ecuaciones utilizadas para calcular esas estadisticas.

*  Reconocer aspectos criticos del calculo y la interpretacion de los estadisticos
de significancia “t” y “F” y su capacidad para verificar las especificaciones
de desempeno del método declaradas por los fabricantes.

+ Identificar las estadisticas incluidas cominmente en los analisis de
regresion, incluyendo la pendiente, la interseccion-Y, el error estandar de
lalinea de regresion, la desviacion estandar de la pendiente, la desviacion
estandar de la interseccién, y el coeficiente de correlacion.

Materiales del capitulo:
* VM — Los Calculos Estadisticos por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

*  Estudiar los materiales.
+ Identificar un programa de computo disponible para su trabajo de rutina.

*  Encontrar todas las estadisticas en su programa de computo.
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Preguntas de Autoevaluacion:

En un estudio de validacién de métodos de colesterol, el estadistico-t obtenido
a partir de la comparacion de métodos arroja los siguientes datos:

Sesgo = 1.74 mg/dL, S = 5.90 mg/dL, N = 81, y t = 2.65. ;Cual es el valor
criticodetparap=0.057 ;Es el sesgoobservado estadisticamente significativo?
(Es el sesgo observado clinicamente significativo?

En un estudio de validacién de métodos, el método en evaluaciéon tiene
una desviacion estandar de 4.0 mg/dL y el método de comparacion tiene
una desviacion estandar de 5.0 mg/dL,, ambos valores fueron estimados a
partir de 21 mediciones efectuadas sobre el mismo material de control cuya
concentracion aproximada es de 200 mg/dL. (Cual es el valor calculado
para el estadistico “F”? ;Es la diferencia de desempeno a nivel de precision
estadisticamente significativa? jEs la diferencia de desempeno a nivel de
precision cinicamente significativa?

Para verificar las especificaciones de precision declaradas por el fabricante
se calcul6 el estadistico-F para comparar la desviacion estandar de 5.0 mg/
dL obtenida en un experimento de replicacion para el método evaluado a
partir de un N= 31 con la desviacién estandar declarada por el fabricante
de 4.0 mg/dL obtenida también de un experimento de replicaciéon con N= 31.
(Ha verificado usted las especificaciones del fabricante para precision?

Para verificar las especificaciones de precision declaradas por el fabricante
se calcul6 el estadistico-F para comparar la desviacion estandar de 5.0 mg/
dL obtenida en un experimento de replicacion para el método evaluado a
partir de un N= 11 con la desviacion estandar declarada por el fabricante
de 3.0 mg/dL obtenida también de un experimento de replicacién con N=11.
(Ha verificado usted las especificaciones del fabricante para precision?

Para verificar las especificaciones del fabricante para exactitud se trabajé
con el estadistico-t, se obtuvo un sesgo de 1.5 mg/dL y un valor de “t” de 2.5
para un estudio donde se procesaron 40 muestras de pacientes por el método
a evaluar y el mismo método de comparaciéon empleado por el fabricante al
momento de establecer sus especificaciones. El fabricante declaré que no
existia sesgo entre ambos métodos. (Ha verificado usted las especificaciones
declaradas por el fabricante para exactitud?
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Validacion de Métodos: Los Calculos Estadisticos
James O. Westgard, PhD

La estadistica provee una herramientaparalograr que un conjunto de resultados
de experimentos individuales puedan ser combinados y resumidos con unos
pocos numeros. Esto deberia ser de gran ayuda para clarificar el significado
de los resultados experimentales. Sin embargo, la estadistica a menudo tiene
el efecto contrario, causando mas bien confusiéon que clarificaciéon. Esto ocurre
usualmente cuando no se entiende bien el proposito del analisis estadistico. En
la validacion de métodos, el objetivo deberia ser estimar los errores analiticos a
partir de los resultados de los experimentos de validacion. La estadistica deberia
proporcionar informacion sobre el tipo y magnitud de los errores analiticos: de
otro modo tendrian poco valor para interpretar los resultados de los estudios de
validacion y para evaluar la la aceptabilidad del desempeno del método.

Una estadistica es simplemente un nimero. Es un nimero que describe una
serie de otros numeros a partir de los cuales ha sido calculada. La media (X) de
un conjunto de nimeros se calcula en los experimentos de replicacién, recuper-
acion e interferencia. La desviacion estandar (S) se calcula en el experimento
de replicacién. Estas estadisticas se calculan a partir de un nimero limitado
de observaciones, las cuales son un subconjunto o muestra estadistica de la po-
blacién de interés. Proveen estimados que son usados para inferir algo acerca
de la poblacion como un todo; aunque estos estimados no son necesa-riamente

idénticos a los nimeros o pardmetros que describen a la poblacion. Por ejemplo,

X'y S son estadisticas utilizadas para inferir los valores de parametros con ser,
la media verdadera, y o, la verdadera desviacion estandar. Sin embargo, X y S
podrian no tener los mismo valores que uy ¢ , especialmente cuando el nimero
de mediciones es pequeno. Se pueden hacer inferencias y conclusiones de fiar
solo cuando el trabajo experimental es el adecuado y los analisis estadisticos y
la interpretacion se hace correctamente.

El uso correcto y la interpretaciéon de la estadistica es esencial si los ex-
perimentos de validacion se realizan para tomar decisiones objetivas sobre el
desempeno del método. La estadistica utilizada comtinmente en la validacion de
métodos incluye la media, la desviacion estandar, el coeficiente de variacion, el
error estandar de la media, el estadistico “t” obtenido a partir de datos apareados,
el estadistico “F”, el analisis de regresion lineal y el coeficiente de correlacion.
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Media, Desviacion Estandar, Coeficiente de Variacion

La media (X) es una medida de tendencia central o localizacién de un conjunto de
valores. La desviacion estandar (S) es una medida de dispersion o propagacion de
un conjunto de mediciones alrededor de la media. El coeficiente de variacion (CV)
expresa la desviacién estandar como un porcentaje de la media. Las ecuaciones
son las siguientes:

L 2X,
TN
_[2(x,- %)
S = N-1
s (100%)
Cv= T x

donde x1 es una observacion individual, X es la media de la serie de obser-
vaciones, y N es el numero total de observaciones en la serie.

El denominador de la segunda ecuacion utiliza N - 1 porque esta es una
ecuacion para la estadistica S, mas que una ecuacién para el parametro o, en
cuyo caso se utilizaria N. La estadistica S da el mejor estimado del parametro
o cuando se usa N - 1 y subestimaria o si se utilizara N. Por supuesto, cuando
N es grande, hace poca diferencia si se usa No N - 1.

N - 1 también representa el namero de grados de libertad (GL). Este es un
concepto dificil. Los grados de libertad son definidos como “el niimero de com-
paraciones independientes que pueden ser realizadas entre N observaciones”.
Esto también podria ser considerado como el nimero de observaciones o medi-
ciones en una serie menos el numero de restricciones en la serie. Por ejemplo, s1
hubiera tres mediciones, s6lo serian necesarias tres ecuaciones simultaneas para
1dentificar los tres valores. Si se calculara la media, entonces sélo habria N - 1
ecuaciones independientes sobrantes, o N - 1 comparaciones independientes, o
N - 1 grados de libertad para una desviacion estandar. Esto se vuelve mas obvio
s1 N=1, en cuyo caso una tinica observacion podria ser tomada como un estimado
de la media, pero no seria posible estimar una desviacién estandar. S6lo hay una
pieza de informacién y no puede ser usada para estimar otras dos cantidades.

Si se utiliza la desviacion estandar para describir un conjunto de datos,
se asume que la distribuciéon de los datos se ajusta a una curva Gaussiana o a
una curva normal. Esta es una distribucion simétrica con forma de campana
que puede ser descrita matematicamente por una ecuacion especifica en la cual
la media y la desviacion estandar son las variables. La estadistica que asume
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una distribucion Gaussiana de una variable se llama estadistica paramétrica.
Aquella que no hace ninguna asuncién acerca de la naturaleza de la distribucién
de una variable se llama estadistica no paramétrica. Toda la estadistica que se
discute aqui es estadistica paramétrica.

! 1 T L)

-3s-2s -Is X tIs+2s +3s

Esta figura muestra una curva Gaussiana. En una curva Gaussiana, 68.2
por ciento de las observaciones estaran dentro de + 1.0s de la media, 95.5 por
ciento dentro de + 2.0s de la media, y 99.7 por ciento dentro de + 3.0s de la me-
dia. Es comtn hablar sobre un intervalo de confianza o rango de confianza de
un 95 por ciento y estimar esto por la media + 2.0s, aunque el multiplo exacto
deberia ser 1.96 para un intervalo de 95.0 por ciento.

Error Estandar de la Media

La dispersion de los valores de la media esta dada por una estadistica llamada el
error estdndar de la media (S)), que se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

donde “S” es la desviacion estandar que representa la dispersiéon de medi-
ciones individuales como un estimado de mediciones replicadas y N es el niimero
de mediciones incluidas en la media.

Enlos experimentos de validacion destinados a calcularlos errores sistemati-
cos, tales como los experimentos de recuperacién e interferencia, a menudo es
util promediar los resultados de varias mediciones o muestras. Esto reduce los
efectos del error aleatorio del método y permite una evaluacion de los errores
sistematicos pequenos en un método que tiene un error aleatorio relativamente
grande. La media verdadera de las mediciones estara contenida por un inter-
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valo de confianza alrededor de la media experimental, como se describe en la
ecuacion siguiente:

M=X:|:t i

IN

Elancho del intervalo se calcula del error estandar de la media “S_” (S/(N)*)
y un multiplo (“t”). Este multiplo debe ser apropiado para los grados de libertad,
que son N — 1, y el nivel del intervalo de confianza deseado, usualmente 90%,
95% 0 99%. El valor numérico del multiplo t se obtiene de una tabla estadistica,
que usualmente enumera t como una funciéon de los grados de libertad y una
probabilidad (p). Los valores t para p=0.10 se utilizan para calcular un inter-
valo de confianza de 90%, aquellos para p=0.05 son usados para un intervalo
de confianza de 95%, y aquellos para p=0.01 son usados para un intervalo de
confianza de 99%.

Se muestra en la pagina 95 una tabla ejemplo de valores “t”. Observe que
los valores “t” para p=0.05 se acercan a 1.96 conforme el grado de libertad se
acerca a infinito. En general, un multiplo de 2 puede ser utilizado para calcu-
lar un intervalo de confianza del 95% cuando GL=20 6 mas, y el intervalo sera
correcto dentro de un cuatro por ciento. Esta es la base del uso general de + 2s
como un estimado del 95% del intervalo de confianza. Note que, a medida que
GL se hace mas pequeno, especialmente menor de diez, “t” se hace mucho mayor.
He aqui por qué es importante obtener el valor “t” correcto para experimentos
tales como los de recuperacion e interferencia, donde GL o N-1 tienden a ser
pequenos.

Aqui hay un ejemplo del uso de la ecuaciéon para calcular un estimado del
intervalo de confianza del error sistematico. Use los siguientes datos de un
experimento de recuperacion: 94 por ciento, 96 por ciento, 95 por ciento, 96
porciento, 99 por ciento, 97 por ciento, 100 por ciento, 96 por ciento y 98 por
ciento. De estos nueve valores, la media de recuperacion (X) es 96.8 por ciento y
la desviacion estandar (S) expresada en porcentaje (CV) €571.9 por ciento. Por lo
tanto la verdadera media de recuperacion (u) estimada con 95% de confianza es

1.9
[9

u=968+2.31

donde 2.31 es el valor “t” para GL=8 (N - 1) y p=0.05, como se obtiene de
la tabla en la pagina 95. El intervalo que va desde 95.3% hasta 98.3% tiene un
95% de probabilidad de contener la verdadera media de recuperacion. Sélo hay
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un 5% de probabilidad de que la verdadera media de recuperacion esté fuera
de este intervalo.

Se pueden realizar calculos similares para el experimento de interferencias.
Por ejemplo, los siguientes pares de observaciones (muestra blanco, muestra
para examen) muestran el efecto de anadir una interferencia sospechada: 20, 23;
14, 20; 15, 20; 12, 15; 32, 35; 22, 26; 40, 42; 18, 23; y 16, 22. Las interferencias
observadas de las muestras individuales son 3, 6, 5, 3, 3, 4, 2, 5y 6. La media
observada de la interferencia (X) es 4.1 y la desviacién estandar (S) es 1.5. La
verdadera media de la interferencia (1) es estimada con 95% de confianza como:

u=4.1= 2.31E

9

donde 2.31 esnuevamente el valor de t para GL=8 y p=0.05. El intervalo que
va desde 2.9 hasta 5.3 tiene un 95% de probabilidad de contener la verdadera
media de la interferencia. Sélo existe un 5% de probabilidad de que la verdadera
media de la interferencia esté fuera de este intervalo.

La utilidad de establecer un intervalo de confianza como estimado del
error sistematico deberia volverse visible al comparar los resultados de estos
dos experimentos de recuperacion:

(A) X) es 96.8%, el intervalo de confianza del 95% es de 95.3% a 98.3%;
(B) X) es 96.8%, el intervalo de confianza del 95% es de 85.3% a 108.3%.

En el experimento A, los datos son suficientes para concluir que existe
un error sistematico proporcional debido a que el intervalo de confianza no se
superpone al valor ideal de 100% de recuperacion. En el experimento B, los da-
tos no son suficientes para apoyar una conclusion de la existencia de un error
proporcional debido a que el intervalo de confianza se superpone al valor ideal
de 100%.

Las pruebas de significacion y los intervalos de
confianza

Los examenes estadisticos tales como el estadistico “t” y el estadistico “F” son
usados a menudo para determinar si existe diferencia entre dos cantidades que
son estimados de los parametros de desempeno. Estos examenes son llamados
pruebas de significacion y miden si los datos experimentales son adecuados para
apoyar una conclusion sobre la presencia de una diferencia real. La hipétesis
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examinada se llama hipdtesis nula que dice que no hay diferencia entre las dos
cantidades. Cuando el estadistico (t o F) es grande, se desaprueba la hipotesis
nula. La conclusién es que la diferencia es estadisticamente significativa. En
términos practicos, esto significa que se ha observado una diferenciareal. Cuando
el estadistico es pequeno, la conclusion es que la hipétesis nula se mantiene y
no hay diferencia estadisticamente significativa entre las dos cantidades. No se
ha observado una diferencia real.

Los pruebas de significacion proveen informacion similar a la disponible a
partir de losintervalos de confianza, y las similitudes son titiles para entenderlas.
Cuando el intervalo de confianza del estimado de una cantidad no se superpone
a un valor de interés especificado, digase cero, esto significa que el estimado no
incluye ese valor especificado y por tanto es diferente de él. Esto es analogo a
una prueba de significacion, que da un resultado estadistico grande, indicando
asi una diferencia estadisticamente significativa. Cuando el intervalo de confi-
anza se superpone al valor de interés especificado, la situacion es similar a la
observacion obtenida a partir de la prueba de significacién que indica que no
hay una diferencia estadisticamente significativa.

Estadistico t para datos apareados

Un estadistico “t” puede ser usado para medir dos medias y determinar si
existe diferencia entre ellas. Existen formas del estadistico “t” tanto para datos
apareados como no apareados. Esto se refiere a si las dos medias comparadas
vienen delas mismas muestras estadisticas o de diferentes muestras estadisticas.
Por ejemplo, el estadistico “t” para datos apareados es utilizado cuando hay
pares de mediciones de un conjunto de muestras tales como en el experimento
de comparaciéon de métodos en el que cada muestra es analizada por el método
analitico evaluado y el de comparacion. La forma no apareada se utiliza cuando
se examina la diferencia entre medias de dos conjuntos separados de muestras,
tales como la media de los valores de referencia para mujeres contra la media
para hombres. Se describen aqui sélo los calculos de la forma apareada del
estadistico “t”.

Se calculan tres estadisticas. El sesgo es la diferencia entre dos medias:
Sesgo =Y -X

donde la?y la X son valores promedio. La desviacion estandar de las dife-
rencias (S,,) esta dada por:

Z[(y,— x,) - bias]?
Sdif = N-1
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Finalmente, el valor “t” es calculado a partir del sesgo, la S y N, utili-
zando la ecuacion:

_ Sesgo
- Sdif NN

Esta ecuacion muestra la naturaleza del valor “t”. Es una proporcion de
dos términos, uno que representa una diferencia o error sistematico (Sesgo) y
otro que representa un error aleatorio (S ,/(N)”); en este caso tiene la forma de
un error estandar de la media debido a que se estan midiendo los valores de la
media. El valor de “t” expresa la magnitud del error sistematico en multiplos
del error aleatorio. Por ejemplo, un valor “t” de seis indicaria que el término de
error sistematico es seis veces mayor que el término de error aleatorio. Esta
cantidad de error sistematico es mucho mayor que la cantidad que podria ser
observable sé6lo con la incertidumbre de los datos experimentales. No se esperan
proporciones mayores a dos o tres. Si el valor de la proporcién es muy grande,
es probable que los datos experimentales demuestren una diferencia real entre
los valores promedio, o la presencia de un error sistematico.

t

GL Intervalos o pruebas de dos lados
p=0.10 p=0.05 p =0.01
1 6.31 12.71 63.66
2 2.92 4.30 9.92
3 2.35 3.18 5.84
4 2.13 2.78 4.60
5 2.02 2.57 4.03
6 1.94 2.45 3.71
7 1.90 2.36 3.50
8 1.86 2.3 3.36
9 1.83 2.26 3.25
10 1.81 2.23 3.17
12 1.78 2.18 3.06
14 1.76 2.14 2.98
16 1.75 2.12 2.92
18 1.73 2.10 2.88
20 1.72 2.09 2.84
30 1.70 2.04 2.75
40 1.68 2.02 2.70
o 1.64 1.96 2.58

Tabla “t”. Valores criticos de “t” para probabilidades (p) y grados de libertad
(GL) seleccionados.
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Una interpretaciéon mas exacta del estadistico “t” se realiza comparando el
valor “t” observado de la primera ecuacién con un valor critico de “t” obtenido
de una tabla estadistica. La hipdtesis examinada es que no hay diferencia entre
los dos valores de la media (hip6tesis nula).

Si el valor “t” observado es mayor que el valor critico de “t” encontrado en
la tabla, se rechaza la hipétesis nula, demostrando que hay una diferencia entre
los dos valores de la media, o que se ha observado un error sistematico. Usual-
mente, se declara que la diferencia o el error sistematico es estadisticamente
significativo. Esto significa que la diferencia observada es mayor que la esperada
debido a la incertidumbre de los datos experimentales o al error aleatorio en las
mediciones. La conclusién es que los datos experimentales son suficientes para
apoyar una afirmacién de que existe error sistematico.

Si el valor “t” observado es menor que el valor critico de “t” de la tabla, no
se rechaza la hipodtesis nula. No existe diferencia entre los dos valores de las
medias. La diferencia observada o error sistematico no es estadisticamente
significativo. Esto quiere decir que los datos experimentales no apoyan una
conclusion de que existe error sistematico.

El valor critico de “t” es tabulado usualmente como una funcién de proba-
bilidad (p) y de grados de libertad (GL). Es comun seleccionar una probabilidad
de 0.05 0 0.01 para interpretaciéon de examenes. Para una interpretacion con
p=0.05, s6lo habria una chance del cinco por ciento o probabilidad de 0.05 de que
el valor de “t” observado exceda el valor critico de “t” debido a errores aleatorios
en las mediciones. Esto significa que hay un 95% de confianza de que el error
sistematico sea real. Para una p=0.01, habria s6lo un chance del 1% de que
la observacién responda a errores aleatorios, por lo que hay 99% de confianza
de que el error sistematico es real. Los grados de libertad en el estadistico “t”
son iguales a N — 1. Para un experimento de comparacion de métodos con 41
muestras de pacientes, GL=40. El valor critico de “t” para p=0.05 y GL=40 seria
2.02, como se muestra en la tabla. Para valores observados de “t” mayores a este
(2.02), los datos experimentales demuestran que existe un error sistematico.
Para valores observados de “t” menores a este (2.02), los datos experimentales
no demuestran la presencia de un error sistematico.

Note cuidadosamente que la interpretaciéon no dice nada acerca de la
aceptabilidad del desempeno del método, solo dice si hay error sistematico pre-
sente. La aceptabilidad dependera del tamano del error sistematico, no del valor
de “t”. Hay situaciones en las que el valor de “t” es grande debido a que el error
aleatorio en las mediciones es pequeno o debido a que el nimero de mediciones es
grande. Esto se ve mas facilmente cuando se reordena nuestra ecuacion previa:
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t = Sesgo S

dif

Siel sesgo es constante (y no es cero), “t” incrementara conforme incremente
N o disminuya S . Por otro lado, cuando S_, sea muy grande, o cuando N sea
muy pequena, “t” tendera a ser pequeno. Esto causa dificultades al interpretar
el valor de “t”, una dificultad que es analoga a la interpretacion del valor del pH
sanguineo. El pH sanguineo es una funcién de la proporciéon entre el bicarbo-
nato y el 4cido carbénico (o pCO,). La informacién acerca de estos componentes
individuales es necesaria para una correcta interpretacion del valor de pH. De
manera similar, la informacién acerca del sesgo, la S,y N debe ser considerada
para una interpretacion correcta del examen.

La aceptabilidad del desempeno se deberia juzgar con base en los estima-
dos del error — sesgo y S Los valores ideales para estas estadisticas serian
cero. El valor “t” podria abarcar un amplio rango de valores conforme el sesgo
y la S, se acercan a sus valores ideales. Debido a esto, el valor “t” no provee
un criterio fiable para juzgar la aceptabilidad, aunque algunas veces se usa de
esta manera. Es comtinmente erroneo interpretar un valor “t” pequefio como un
indicador de desempeno aceptable, o un valor de “t” grande como un indicador
de un desempeno inaceptable. La tinica conclusion que deberia obtenerse
del valor “t” es si se ha demostrado o no que existe error sistematico.

Estadistico “F”

En estudios de validacion de métodos, el estadistico “F” se utiliza en ocasiones para
comparar la varianza del método analitico evaluado conla varianza del método de
comparacion. La varianza es simplemente el cuadrado de la desviacion estandar.
Mientras que el estadistico t dice si la diferencia entre dos valores promedio es
estadisticamente significativa, el estadistico “F” dice si la diferencia entre
lasvarianzas es estadisticamente significativa. Resumiendo, el estadistico
“t” se utiliza para error sistematico o inexactitud, y el estadistico “F” se utiliza
para el error aleatorio o imprecision.

Para obtener el estadistico “F”, se elevan al cuadrado las desviaciones estan-
dar del método analitico a evaluar y la del método de comparacion, y la varianza
mas grande es dividida por la varianza mas pequena, como se muestra abajo:

_ (s)?

F= Gy
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donde S, es la S mas grande (o el método menos preciso) y S, es la S mas
pequena (o el método mas preciso). El estadistico “F” se interpreta comparando
el valor calculado de “F” con un valor critico de “F”, que se obtiene de una tabla
estadistica. La hipdtesis nula examinada es que no hay diferencia entre las
varianzas de los dos métodos. La hipdtesis nula se rechaza cuando el valor ob-
servado de “F” es mayor que el valor critico de “F”, y en este punto, se dice que
la diferencia entre las varianzas o los errores aleatorios es estadisticamente
significativa.

El significado practico es simplemente que los datos son suficientes para
mostrar que el método en el numerador de la ecuacion del estadistico “F” tiene
un error aleatorio mayor que el método en el denominador. Cuando el valor ob-
servado de “F” es menor que el valor critico de “F”, la hipétesis nula no puede
ser rechazada. No hay diferencia entre las varianzas o los errores aleatorios de
los dos métodos.

Por ejemplo, dado un método analitico a evaluar con S=5.0 (N=21) y un mé-
todo comparativo con S=4.0 (N=31), el valor calculado de “F” es 1.56 (F=25/16).
La tabla abajo (tabla F, siguiente pagina) da una lista abreviada de valores
criticos de “F” para p=0.05. Los encabezados de columna dan los grados de lib-
ertad en el numerador y los encabezados de fila dan los grados de libertad en
el denominador. En ambos casos, GL es igual a N-1, donde N es el nimero de
mediciones en los respectivos experimentos de replicacion. Para este ejemplo,
el valor critico de “F” es 1.93. El valor observado es menor que el valor critico,
lo que significa que no hay diferencia entre los errores aleatorios de los dos
métodos (con p=0.05).

Observe quelainterpretaciondel estadistico“F”’nodice nadaacerca
de si el error aleatorio del método evaluado es aceptable, s6lo dice si
es diferente al del método de comparacion. El método comparativo en si
podria o no tener error aleatorio aceptable, haciendo asi que medir la diferencia
en el error aleatorio entre el método analitico evaluado y el de comparacion no
sea realmente relevante en al momento de evaluar la aceptabilidad. La acept-
abilidad depende del tamano del error aleatorio, independientemente de que
sea menor o mayor que el error aleatorio del método de comparacion.
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Tabla-F Valores Criticos de F para p = 0.05 (probabilidad) y
grados de libertad determinados (GL)

GLdel
denominador 5 10 15 20 30 60 oo

1 230.00 | 242.00 | 246.00 | 248.00 | 250.00 | 252.00 | 254.00
2 19.30 | 19.40 | 19.40 | 19.40 | 19.50 | 19.50 | 19.50
3 9.01 8.79 8.70 8.66 8.62 8.57 8.53
4 6.26 5.96 5.86 5.80 5.75 5.69 5.63
5 5.05 4.74 4.62 4.56 4.50 4.43 4.36
6 4.39 4.06 3.94 3.87 3.81 3.74 3.67
7 3.97 3.64 3.51 3.44 3.38 3.30 3.23
8 3.69 3.35 3.22 3.15 3.08 3.01 2.93
9 3.48 3.14 3.01 2.94 2.86 2.79 2.71
10 3.33 2.98 2.85 2.77 2.70 2.62 2.54
15 2.90 2.54 2.40 2.33 2.25 2.16 2.07
20 25.71 | 2.35 2.20 2.12 2.04 1.95 1.84
30 2.53 2.16 2.01 1.93 1.84 1.74 1.62
60 2.37 1.99 1.84 1.75 1.65 1.53 1.39
oo 2.21 1.83 1.67 1.57 1.46 1.32 1.00
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Analisis de Regresion Lineal

En el experimento de comparacion de métodos, se recomienda que sean
graficados primero los datos de la siguiente forma, los valores del método a ser
evaluado en el eje de las ordenadas “Y” y los valores del método de comparacion
en el de las abscisas “X”. Puede dibujarse una linea imaginaria a través de
los puntos generados a partir de los pares de datos, y por inspecciéon visual
evaluar cualitativamente los errores analiticos. Esta evaluacion puede hacerse
cuantitativamente usando un andlisis de regresion lineal.

Este procedimiento estadistico es nombrado algunas veces como analisis de
los cuadrados minimos debido a la técnica utilizada para determinar la mejor
localizacion de la linea recta a través de un conjunto de puntos de datos. Cuando
se dibuja la linea manualmente, su locacién se juzga minimizando visualmente
las distancias de todos los puntos a lalinea. Para encontrar la mejor linea posible,
se pueden dibujar varias lineas y medirse las distancias de todos los puntos a
cada una de las lineas. Las distancias del conjunto de puntos a cada linea podria
ser sumada y la linea con el menor total deberia ser la mejor linea. De hecho,
la mejor linea es aquella que minimiza los cuadrados de las distancias de los
puntos de datos a la linea, permitiendo que los puntos mas distantes tengan un
mayor efecto en la linea. Esta linea se llama linea de los cuadrados minimos y
el proceso estadistico se llama analisis de los cuadrados minimos.

La linea recta se describe por la ecuacion de regresion:

Y1=a+bx1

donde “a” es la interseccion-Y (el punto donde la linea intersecta con el eje
de las ordenadas “Y”) y “b” es la pendiente (el angulo de la linea en el grafico).

La pendiente (b) se calcula de la ecuacion:

NZxy, - Zx2y,

b= =7 (x)

Note que el término (Zx,)* significa que los valores individuales son suma-
dos y la suma se eleva al cuadrado. No es lo mismo que Xx?, que significa que
los valores individuales se elevan al cuadrado primero para luego ser sumados.

El intercepto en y (a) se calcula de la ecuacion:
a=y-bx
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donde y y x son los valores promedio de las muestras de pacientes por el
métodos analitico evaluado y el método de comparacion respectivamente, y “b”
es la pendiente de la ecuacién de arriba.

La desviacion estandar alrededor de la linea de regresiéon (S X/y) es calculada
a partir de la ecuacion:

— Z(yi — Yi)2
S |TN=Z

Esta estadistica es mas conocida como el error estandar y a veces como la
desviacion estandar de los residuos. Cuantifica la dispersion de los puntos alre-
dedor de la linea de regresién. Para calcular S, se calculan primero los valores
tedricos de Y correspondientes a los valores de x usando la ecuacién de regresion
(Y, = a + bx,). Las diferencias de los valores reales del examen son calculadas
(v, — Y), elevadas al cuadrado, y luego sumadas. Observe que la desviacién
estandar alrededor de la ecuacion de la linea de regresién que vemos arriba
es muy similar a la ecuacién para calcular una desviacion estandar. Hay dos
diferencias. La primera es que Y, es usada en lugar del valor de la media. Esto
corresponde a tomar los puntos en la linea de regresién y calcular las diferencias
o desviaciones de los puntos reales alrededor de la linea de regresion. Por esto
es que preferimos llamar a la estadistica desviacién estandar alrededor de la
linea de regresion. La segunda diferencia de la ecuacion de la desviacion estan-
dar es el namero de grados de libertad en el denominador, que aqui es N-2 en
lugar de N-1. Esto ocurre debido a que tanto la pendiente como la interseccién
son calculadas antes de calcular S, asi que hay dos restricciones en la serie
de mediciones, dejando N-2 comparaciones independientes o grados de libertad
sobrantes.

Otras dos estadisticas que algunas veces son utiles, aunque rara vez vistas
en reportes de validacion de métodos en la literatura, son la desviacion estandar
de la pendiente (S)) y la desviacion estandar de la interseccion (S ):

Sy/x

%~ [ExZ-X)

— inz
Sa - Sy/x Nz(XiZ _ X)2

Estas dos estadisticas cuantifican la dispersion de valores de la pendiente y
lainterseccidn, respectivamente, y permiten calcular los intervalos de confianza
para la pendiente y la interseccion.
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Los valores ideales para las estadisticas de regresion serian 1.000 para la
pendiente y cero para el resto. Estos valores ideales serian obtenidos s6lo cuando
los resultados del método analitico evaluado fueran exactamente los mismos
que los del método de comparacién. Las desviaciones de estas estadisticas de
sus valores 1deales son, por lo tanto, indicaciones de errores analiticos.

Una de las aplicaciones mas tutiles de las estadisticas de regresion es el cal-
culo del error sistematico. Esto puede ser realizado para cualquier concentracion
en el rango de concentraciones estudiado en el experimento de comparacion de
métodos. Por ejemplo, X podria ser un nivel de decision médica, donde la inter-
pretacion de los resultados del examen es critica. El valor del método analitico
evaluado correspondiente, Y, podria ser calculado a partir de la ecuacion de
regresion, sustituyendo X por x, e Y_por Y, en la ecuacion, para dar:

Yc=a+ch

El error sistematico (ES) esta dado entonces por la ecuacion:

ES=Y -X

cuando X, =X, Y, seraigual ay, vy asiel ES serd igual al sesgo como se estimé
a partir del estadistico “t”. Esto sugiere que un analisis de regresién proveera
la misma estimacion del error sistematico, al menos en el caso especial donde
se desea una estimacion en la media de las concentraciones estudiadas.

Coeficiente de Correlacion

El coeficiente de correlacion (r) puede ser calculado a partir de la ecuacién
mostrada abajo, usando los términos de sumatoria de los calculos de regresion:

Nixy. - Zx2y,
\I [NZXi2 - (in)2] [Nzyl2 - (2y1)2]

r =

Los valores de “r” pueden variar de -1.000 a +1.000. Un valor de +1.000
indica una correlacién perfecta, esto es, a medida que incrementa “x”, “y” in-
crementa proporcionalmente. Un valor de 0.000 indica que no hay correlacion,
esto es, a medida que incrementa”x”, “y” podria incrementar o disminuir.. Si “r”
es -1.000, existe una correlacion negativa perfecta. A medida que incrementa x,
y disminuye proporcionalmente. No se encontraran situaciones de correlacién
negativa en los experimentos de comparaciéon de métodos, que es el experimento

€

donde se ven usualmente aplicaciones de “r”.

pagina 102



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

9: ;Como se determina el rango reportable de un
método?

Este capitulo describe como puede ser determinado el rango reportable usando
una serie de estandares con valores asignados o utilizando una serie de diluciones
a partir de la muestra de un paciente o de una muestra obtenida a partir de
un pool de pacientes. Se recomienda un analisis grafico de los datos, junto con
una valoraciéon visual del rango de linealidad. Se puede utilizar la herramienta
disponibleonline para graficar datos de linealidad paracualquiera delasopciones
planteadas, estandares con valores asignados o la serie de diluciones a partir
de una muestra o pool de muestras. Finalmente, el capitulo brinda una breve
discusion del procedimiento experimental parala “verificacion dela calibracion”.

Objetivos:
Aprender el procedimiento practico para determinar el rango reportable.

Identificar factores experimentales importantes.

« Calcular y graficar datos experimentales para determinar el rango
reportable.

Reconocer la diferencia entre el rango reportable y la verificacién de la
calibracion.

Materiales del capitulo:
VM — El experimento de Linealidad o Rango Reportable

Problema: Datos de validacion de un método para colesterol

+ “Herramienta para graficar datos de linealidad” (www.westgard.
com/mvtools.html)

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

Practicar usando las hojas de calculo y las herramientas de calculo
disponibles online.

Trabajar con el problema de colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+  (/Cuantosniveles de materiales son necesarios para validad el rango reportable?

* ¢(Cual es una forma practica de obtener una serie de esos materiales?

+ /Cuantas repeticiones se efectiian por lo general sobre cada uno de los
materiales?

+ (/Como se analizan los datos para evaluar el rango reportable?

+ (/Como se analizan los datos para evaluar linealidad?
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Validacién de Métodos:
El Experimento de Linealidad o Rango Reportable

James O. Westgard, PhD y Elsa Quam, BS, MT(ASCP)

Esimportante determinar el rangoreportable de un método de laboratorio, esto es,
los resultados del examen mas bajos y mas altos que son confiables y pueden ser
informados. Los fabricantes establecen especificaciones para el rango reportable
asentando los limites inferior y superior del rango. Es muy importante verificar
estas especificaciones declaradas por los fabricantes, particularmente cuando
se asume que un método es lineal y se utiliza una “calibracion de dos puntos”.

Los fabricantes proveen instrucciones y usualmente materiales para calibrar
sus métodos. Los métodos podrian requerir de una calibracién con cada corrida
analitica, o s6lo diaria, semanal o mensualmente, o incluso a intervalos mayores,
o sblo cuando se ha puesto en uso un nuevo lote de reactivos, dependiendo de
la documentacion que dispone el fabricante sobre la estabilidad del método.
Cuando se establece una calibracion a largo plazo, podria ser necesario para el
laboratorio verificar periédicamente que la calibracion es correcta, esta es una
funcién llamada “verificacién de la calibracién” en la Regla Final de CLIA.

La calibracion es
el procedimiento que

determina la relacion . .

- Calibracion de Puntos
entre la senal generada Lo A
por una metodologia Multiples / A

analitica y los resul-
|
|
|

tados del examen que
son informados. La

éLimite superior del
rango reportable?

cion

i

Senal de la med

“calibracion 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) niveles

de calibrador y utilizar /

una rutina de ajuste .

de curvas para establ- Valor ASlgnadO

ecer la funcién de cali-
bracidn.
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Podria serrequerido algo de cri-
terio para evaluar el limite superior
del rango reportable incluso cuando
haya calibradores altos en el rango
superior. El cambio en la respuesta
podria volverse tan bajo en el limite
superior que la resoluciéon de la
medicién no seria ya satisfactoria.

Por ejemplo, {son significativos
los cambios entre los resultados
analiticos entre los dos calibradores
mas altos mostrados en la figura o
deberia restringirse el rango report-
able al valor maximo del quinto
calibrador?

En analizadores automaticos, se

o o s

Senal de la medicion

Calibracion de dos

puntos i
|
|
éLimite superior del
rango reportable?
Valor Asignado

utiliza cominmente una “calibracion de dos puntos”. Tipicamente, un calibrador
provee un “punto cero” y el otro un “punto de referencia”, como se muestra aqui.
Se asume que una funcién de calibracién lineal puede ser dibujada entre el punto
cero y el punto de referencia y que el rango lineal se extiende mas alla de éste
ultimo. (Qué tan mas alla? La pregunta deberia ser contestada determinando

el rango reportable.

El experimento a realizar es
llamado a frecuentemente “experi-
mentodelinealidad”, aunque no hay
técnicamente una condicién que un
método provea unarespuestalineal a
menos que se utilice una calibracién
de dos puntos. CLIA utiliza el tér-
mino “rango reportable” mas que
“rango lineal”, pero es comun tam-
bién referirse a este rango como el
“rango lineal”, el “rango analitico” o
el “rango de trabajo” para un método.

Debido a que la terminologia
varia en ésta area, es importante
comprender los términos y los sig-

nificados en las regulaciones de
CLIA.
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Definicion de términos

La Regla Final de CLIA incluye las siguientes definiciones (493.2) que son
1mportantes al momento de interpretar estos requisitos:

Calibracion significa un proceso de analisis y ajuste de un instrumento
o sistema analitico para establecer una correlaciéon entre la respuesta de
mediciény la concentracion o cantidad de la sustancia que esta siendo medida
por el procedimiento analitico.

Verificacion de la calibracion significa el analisis de materiales de
concentracion conocida en la misma manera que las muestras de pacientes
para corroborar la calibraciéon del instrumento o del sistema analitico a través
del rango reportable para los resultados de los examenes de los pacientes.

Note la relacion al “rango reportable”, que también se define en la Regla Final
de CLIA [1] como:

Rango reportable significa el rango de los valores delos resultados analiticos
sobre los que el laboratorio puede establecer o verificar la exactitud del
Instrumento o de la respuesta de las mediciones del sistema analitico.

El College of American Pathologists (CAP) hace uso de términos diferentes [2]:

Rango analitico de medicion (RAM) es el rango de los valores del analito
que un método puede medir directamente en el espécimen sin ninguna
dilucién, concentracion u otro tratamiento previo que no sea parte del proceso
de ensayo usual.

Rango clinico reportable (RCR) es el rango de los valores del analito
que un método puede medir, permitiendo la dilucidn, la concentracién u otro
tratamiento previo del espécimen utilizado para extender el rango directo
analitico de medicion.

Reconocemos que RAM corresponde al rango reportable de CLIA y que RCR
provee informacién practica adicional que puede tomar en consideracion el
limite de deteccién de un método y/o la extensiéon del RAM por procedimientos
verificados para diluciones de especimenes de pacientes. Por ejemplo, el limite
inferior del RCR para un método como la Proteina C-Reactiva (PCR) podria
estar restringido a reportar valores como menores a 10 mg/L, en lugar de cero,
para evitar confusiones con resultados de un método de mayor sensibilidad (PCR
ultrasensible) donde los valores de intereses estan en un rango mas bajo,de 1 ab
mg/L. El limite superior del RCR podria permitir la dilucion de especimenes del
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paciente para extender los estimados de los valores analiticos mas alla del limite
superior del RAM, por ejemplo, para exdmenes tales como glucosa y creatinina,
donde podria emplearse un protocolo de dilucion para estimar valores fuera del
RAM.

Factores a considerar

El experimento delinealidad involucra una serie de muestras de concentraciones
conocidas (valores asignados) o una serie de diluciones conocidas de un espécimen
de muy alta concentracion o un pool de pacientes. Los valores analiticos medidos
o reportados son comparados a los valores asignados o a los valores de las
diluciones, comunmente graficando los valores medidos en el eje de las ordenadas
“Y” y los valores asignados o de las diluciones en el de las abscisas “X”, como se
muestra en la figura abajo.

Valor informado

Rango Reportable ) Rango Reportable

500 = 500

450 - / 450 - /
400 400

Valor informado
z

100 100

0.0 1 I 1 1 1 0.0 1 I 1 I
0 100 200 300 400 500 0 0.2 0,4 0,6 08

Valor Asignado Factor de dilucion

1.0

El rango reportable se evaliia por inspecciéon de la grafica de linealidad.
Esta inspeccién podria involucrar dibujar manualmente la mejor linea recta
a través de la porcion linear de los puntos, dibujando una linea punto a punto
a través de todos los puntos y luego comparandola con la mejor linea recta, o
ajustando una linea de regresién a través de los puntos en el rango lineal. Hay
calculos estadisticos mas complejos que se recomiendan en algunas guias, como
el protocolo EP-6 de CLSI [3] para evaluar la linealidad de los métodos analiticos.
Pero se acepta cominmente que el rango reportable puede ser determinado
adecuadamente de una valoracion “visual”, esto es, dibujando manualmente la
mejor linea recta que ajuste a los puntos mas bajos de la serie.
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Numero de niveles

El Instituto de Estandares del Laboratorio Clinico (CLSI, por sus siglas en
Inglés) recomienda un minimo de 4 -preferiblemente 5- diferentes niveles de
concentraciones [3]. Pueden ser usados mas de 5, particularmente si el nivel
superior del rango reportable necesita ser maximizado, pero hemos encontrado
que 5 niveles son convenientes y casi siempre suficientes.

Materiales

Las soluciones estandares pueden ser faciles de preparar para algunos examenes.
Para otros, los fabricantes y proveedores de esquemas de evaluacién de la
competencia podrian suplir un conjunto de soluciones para la evaluacién de
la linealidad con valores conocidos o relaciones conocidas entre materiales.
También podrian usarse especimenes de pacientes o pools de especimenes de
pacientes, que son a menudo convenientes y econémicos cuando existen valores
altos disponibles. En algunos casos, por ej., en Drogas de Monitoreo Terapéutico,
podria ser necesario introducir en un pool el analito a ser medido para obtener
el nivel alto deseado.

Diluyentes para utilizar cuando se trabaja con
especimenes de pacientes

La seleccion del diluyente es importante cuando se necesita mantener la matriz
del espécimen, por ej., cuando el suero es el tipo usual de espécimen, podria ser
Importante mantener una matriz sérica para la serie de muestras analiticas
diluidas. Para examenes generales de quimica clinica, es frecuente utilizar
agua o solucién salina como diluyente. Para otras pruebas, podria ser mejor
utilizar preparaciones de albumina bovina o sérica, especimenes con bajas
concentraciones o suero libre de farmacos. Una forma de escoger el diluyente
es seguir la recomendacion del fabricante para diluir especimenes de pacientes
fuera de rango.

Procedimiento para preparar diluciones

Es conveniente usar dos pools — uno cerca del nivel cero o cerca del limite de
deteccion y el otro cerca o ligeramente por encima del limite superior esperado
del rango reportable. Determine el volumen total necesario para los analisis,
seleccione pipetas volumétricas apropiadas y luego haga lo siguiente:

1. Etiquete el pool de concentraciéon mas baja como “Pool 17, y el de mas alta
concentracion como “Pool 5”.
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2. Prepare la Mezcla 2 (75/25) con 3 partes del Pool 1 + 1 parte del Pool 5.
3. Prepara la Mezcla 3 (50/50) con 2 partes del Pool 1 + 2 partes del Pool 5.

4. Prepare la Mezcla 4 (15/75) con 1 parte del Pool 1 + 3 partes del Pool 5.

Si se desean mas niveles, éste protocolo de dilucién puede ser modificado,
por €j., los dos pools pueden ser mezclados 4 a 1,3 a2, 2a 3y 1 a4 para dar
cuatro niveles intermedios para un total de seis niveles para el experimento.

Numero de replicados de medicién

El CLSI recomienda hacer 4 mediciones de cada espécimen o pool. En la practica,
hemos encontrado que 3 replicados son generalmente suficientes, lo que implica
procesar por triplicados los pools originales alto y bajo también.

Analisis de datos

Grafique la media de los valores medidos en el eje de las ordenadas “Y” contra
los valores asignados o valores relativos o factores de dilucién en el eje de las
abscisas “X”. Primero dibuje una linea punto a punto a través del rango analitico
entero. Luego dibuje manualmente la mejor linea recta a través de la mayor
cantidad posible de puntos, asegurandose de que la linea pasa por los puntos
mas bajos o los estandares mas bajos o los valores de dilucién mas bajos. En
las concentraciones donde la linea recta ya no pasa por los puntos, se estima el
error sistematico debido a la no linealidad. Compare ese error sistematico mas
el error aleatorio esperado en esa concentraciéon (2 S) con el error total permitido
para el examen.

Ejemplo de colesterol

Los datos son los siguientes:

Asignado: 0, observado: 0, 5, 10, promedio: 5.0;
Asignado: 100, observado: 95, 100, 105, promedio: 100;
Asignado: 200, observado: 200, 195, 205, promedio: 200;
Asignado: 300, observado: 310, 300, 290, promedio: 300;
Asignado: 400, observado: 380, 390, 400, promedio: 390;
Asignado: 500, observado 470, 460, 480, promedio: 470.
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La figura abajo muestra los valores promedio (valores observados) grafica-
dos en el eje de las ordenadas “Y” contra los valores asignados en el eje de las
abscisas “X”.

Rango Reportable

500 = ,l

450 - -~ 9“]

400 = 30 por
(®) debajo
'8 320 = 10 por
g 300 — ‘ debajo
O 250 -
£
o 200 -
L -
S

100 =
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0.0 | | | | 1

0 100 200 300 400 500
Valor Asignado

La linea sélida representa la linea dibujada punto a punto y la linea pun-
teada representa la linea recta ajustada a los puntos en el area baja a media
del rango. Se estiman diferencias sistematicas de 0 mg/dL en 300 mg/dL, 10
mg/dL en 400 mg/dL, y 30 mg/dL en 500 mg/dL. El rango reportable se extiende
claramente a 300 mg/dL, pero /se extiende a 400 mg/dL o 500 mg/dL?

En 500 mg/dL, dado un método con un CV de 3.0%, la desviacién estandar
seria 15 mg/dL y el estimado del error aleatorio a 2 S seria 30 mg/dL. Esto
significa que en una muestra con un valor verdadero de 500, en promedio
seria observadounvalor de 470 mg/dL debido al error sistematico producto
de la no linealidad. Ademas, ese valor podria ser + 30 mg/dL debido al
error aleatorio, esto es, el valor esperado estaria en el rango de 440 a
500 mg/dL para una muestra con un valor verdadero de 500 mg/dL. Dado
que el criterio de CLIA para el error total permitido es del 10%, que es
50 mg/dL a un nivel de 500 mg/dL, los errores que serian observados a
500 mg/dL podrian ser mayores que el error permitido, asi que el rango
reportable deberia ser restringido a una concentracién menor.
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* A400mg/dL, la desviacién estandar seria de 12 mg/dLi, dando un estimado
del error aleatorio a 2 S esigual a 24 mg/dL. En una muestra con un valor
verdadero de 400 mg/dL, en promedio seria observado un valor de 390 mg/
dL debido al error sistematico producto del error de no linealidad. Una
adicion del error aleatorio da un rango esperado de 366 a 414 mg/dL,, que
significa que un resultado podria tener un error de hasta 34 mg/dL. El
criterio de CLIA del 10% provee un error total permitido de 40 mg/dL a
400 mg/dL, asi que los resultados esperados son correctos considerando
el error total permitido que se a escogido para el método (34 mg/dL < 40
mg/dL), y por tanto el rango reportable se extiende a 400 mg/dL.

Rango Reportable y Verificacion de la Calibracion

Deacuerdo con CLIA, la verificacion dela calibracionimplica examinar materiales
de concentracién conocida en la misma manera que se examina la muestra de un
paciente para corroborar la calibracién del instrumento o del sistema analitico
a través del rango reportable para los resultados de los exdmenes de pacientes.
Para sistemas que son calibrados de forma infrecuente, la calibracién debe ser
verificada al menos cada 6 meses y mas asiduamente si hay un cambio completo
de reactivos, un cambio de partes o componentes criticos, un mantenimiento
mayor o un problema con el control estadistico interno de la calidad incorregible
que demuestre una modificacién en los resultados analiticos.

Si bien el experimento de verificaciéon de la calibracion se parece mucho
al experimento para el rango reportable, hay una diferencia importante — el
experimento debe usar materiales con valores asignados. Los materiales podrian
ser una serie especial calibradores de fabricantes o vendedores de reactivos,
calibradores que se corren como desconocidos, es decir como si fuesen muestras
de pacientes,, muestras control con valores asignados, muestras que participan
en esquemas de evaluacién de la competencia con valores conocidos, e incluso
muestras de pacientes con valores ensayados [4]. La disposiciéon de CLIA para
examinar materiales como muestras de pacientes no deberia considerarse una
restriccion del disefio experimental. El uso de mediciones replicadas brindara
mejor informacion acerca de errores sistematicos posibles originados por la
calibracion.

El procedimiento de analisis de datos deberia determinar las diferencias
entre los valores observados y asignados, luego comparar aquellas diferencias
con un criterio para la aceptabilidad, previamente definido por el laboratorio. El
enfoque puede ser similar al esbozado aqui para el rango reportable si se hacen
los replicados de las mediciones y se determinan los valores de la media de esos
valores. Si se realizan mediciones Unicas, entonces las diferencias observadas
podrian ser comparadas directamente al error total permitido definido por CLIA.
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Problema- Datos de la validacion de un método para
colesterol

Una serie de soluciones estandar con valores asignados de 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, y 400 mg/dL fueron medidas por triplicado. Prepare un grafico a
partir de los datos: evalué el rango reportable de este método. (Las respuesta
aparecen en la pagina 306)

Valores Valores Obtenidos
Asignados | g itadotr | Resultadoz | Resultados
50 50 50 49
100 102 101 101
150 148 159 147
200 190 200 198
250 237 261 251
300 300 314 310
350 345 352 343
400 396 395 372
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10: ;Como se determina la imprecision de un
método?

Una vez que conoce el rango analitico para informar resultados de pacientes, es
1mportante determinar la imprecision del método en concentraciones donde es
critica la interpretacion de los resultados de los pacientes. Este capitulo describe
como realizar un experimento de replicacion, los factores que son importantes
en el procedimiento experimental y los calculos y graficos que son apropiados
para los datos.

Objetivos:

* Aprender un procedimiento practico para estimar la imprecisiéon de un
método.

+ Identificar los factores experimentales importantes.

+ Calcular los datos experimentales para valorar la imprecision.

Materiales del capitulo:
* VM — El experimento de replicacion, por James O. Westgard, PhD

« Problema: Datos de validacion de un método de colesterol

Cosas qué hacer:

+  Estudiar los materiales.
* Practicar usando la herramienta de calculo online.

* Trabajar con el problema de colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ /Cuantosniveles o materiales se necesitan para un experimento dereplicacion?

+ (Cual es el nimero minimo de mediciones necesarias para cada material o
nivel?

+ /Qué periodo de tiempo deberia abarcar el experimento de replicacién final?

+ (/Como se analizan los datos para estimar la imprecisiéon?
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Validacién de Métodos:
Experimento de Replicacion

James O. Westgard, PhD

Se realiza un experimento de replicacion para estimar la imprecision o
error aleatorio del método analitico. Los métodos de medicion casi siempre es-
tan sujetos a variaciones aleatorias. Recuerde nuestro ejemplo de la bascula de
bano de errores aleatorios y sistematicos en El plan experimental, asi como las
descripciones graficas en El significado secreto, interno, oculto y mas profundo.
Repetir las mediciones usualmente revelara resultados ligeramente diferentes,
algunas veces un poco mayores, algunas veces un poco menores. Determinar
la cantidad de error aleatorio es usualmente uno de los primeros pasos en un
estudio de validacién de métodos.

Un experimento de replicacion se realiza tipicamente al obtener los
resultados de 20 muestras del mismo material y luego calculando la media, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacién. El propdsito es observar la
variacién esperada en un resultado de examen bajo las condiciones normales
de operacion del laboratorio. Idealmente, la variacién del examen deberia ser
pequena, esto es, todas las respuestas en las mediciones repetidas deberian
arrojar resultados similares.

El experimento de replicaciéon estima el error aleatorio causado por
factores que varian en la operacion del método, tales como el pipeteo de las
muestras, las condiciones de reacciéon que dependen del tiempo, el mezclado,
la temperatura y el calentamiento, e incluso las mediciones en si mismas. En
sistemas no automatizados, la variacion en las técnicas aplicadas por distintos
analistas podria contribuir mucho a la variaciéon observada de un examen. Con
sistemas automatizados, la falta de uniformidad y la inestabilidad del instru-
mento y de las condiciones de reaccion podrian causar pequenas variaciones
que podrian verse nuevamente como variaciones positivas y negativas en los
resultados finales del examen. Mientras que el efecto exacto no puede ser predi-
cho en cualquier momento, la distribuciéon de estos efectos a lo largo del tiempo
puede ser predicha para describir qué tan grande podria ser el error aleatorio.

Factores a considerar

Lacantidad de error aleatorio que sera observada depende del disefio experimental
debido a que ciertas variables podrian no manifestarse a menos que se escojan
las condiciones apropiadas. Por ejemplo, cuando se realiza un experimento en
un periodo corto de tiempo, digamos dentro de una misma corrida analitica, los
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efectos de variacién alargo plazo debidos a los cambios dia a dia en las condiciones
de operacién no seran observados. La temperatura ambiente podria permanecer
constante en ese periodo corto de tiempo y variar mas a lo largo de un dia, en
diferentes dias y en diferentes estaciones. Son factores importantes para disefiar
el experimento: el periodo de tiempo del experimento, la matriz de las muestras
a ser analizadas, el nimero y concentracion de materiales a ser analizados y el
numero de muestras a ser analizadas. Mientras que se espera que el nimero de
analistas que realicen el examen también sea un factor, esta variable se controla
generalmente durante los estudios de validacion de métodos y s6lo uno o pocos
analistas bien entrenados estan involucrados en estos estudios.

Periodo de tiempo del experimento

La longitud de tiempo en la que es conducido el experimento es critica para
la interpretacion de los datos y la conclusion que podria ser obtenida a partir
de los mismos. Cuando se analizan muestras en una sola corrida analitica, el
error aleatorio observado “intracorrida” sera generalmente menor (y optimista)
debido a que los resultados sélo son afectados por aquellos factores que varian en
este periodo de tiempo corto. Estas condiciones llevarian al método a obtener el
mejor desempeno posible; si este desempeno no es aceptable, el método deberia
ser rechazado o es necesario identificar las causas que generan estos errores
aleatorios y eliminarlas antes de que se lleven a cabo mas examenes.

Un experimento llevado a cabo en un periodo de tiempo de un dia, esto es,
“Intradia”, usualmente mostrara mas variacién que un experimento “intraco-
rrida” a menos que el método esté altamente automatizado y sea muy estable.
Se espera que un experimento conducido en un periodo de tiempo de veinte dias
provea un estimado incluso mas realista de la variacion que sera observada en
las muestras de los pacientes a lo largo del tiempo. Este estimado podria ser
llamado imprecision “dia a dia”, “entre dias” o “total” del método. La CLSI pre-
fiere el término “imprecisién total” tal vez porque implica que estan incluidos
los componentes de la variabilidad “intradia” y “entre dias” [1].

Matriz de la muestra

Los otros materiales presentes en una muestra constituyen su matriz. Por
ejemplo, la matriz de interés para un examen de laboratorio podria ser sangre
entera, suero, orina o liquido cefalorraquideo. Mientras que podria ser de interés
medir glucosa en cada uno de estos tipos de especimenes, sera dificil encontrar
un unico método para todos ellos. Al evaluar el desempeno de un método, es
Importante usar muestras que tengan una matriz tan cercana como sea posible
al tipo real del espécimen de interés para el método evaluado.
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Las muestras para examen estan comtunmente disponibles como soluciones
estandar, soluciones control, pools de pacientes, y muestras individuales de pa-
cientes. Todas pueden ser usadas en un experimento de replicacién, pero cada
una tiene ciertas ventajas al igual que limitaciones.

Las soluciones estandar estan disponibles para analitos comunes en quimica
clinica y pueden prepararse paralograr las concentraciones de interés. La matriz
de las soluciones estandar es usualmente mas simple que la de las muestras
reales de pacientes, por ejemplo, el estandar podria ser acuoso y la muestra del
paciente ser suero con una alta concentracion proteica. Asi, un estimado del
error aleatorio en una solucién estandar seria optimista y es mas probable que
represente el mejor desempeno posible. Aun asi, s1 este desempeno obtenido
en condiciones tan favorables no es satisfactorio, se puede tomar la decisién de
rechazar el método.

Las soluciones control o materiales de control pueden ser obtenidos de fuentes
comerciales en forma y tamafio convenientes y con estabilidad a largo plazo. La
matriz podria ser muy similar a la matriz de las muestras de pacientes, pero
podrian presentarse ciertos efectos debidos al agregado de estabilizantes, al
efecto provocado por la liofilizacion y reconstitucion, y el agregado de aditivos
especiales para incrementar los niveles de ciertos analitos, tales como enzimas
y lipidos. Podria volverse mas dificil en el futuro obtener materiales de control
preparados a partir de muestras de pacientes reales debido a la necesidad de
examinar y documentar que estén libres de enfermedades infecciosas. Ver Prdc-
ticas Basicas de Control de la Calidad para una discusién mas extensa sobre
materiales de control.

Los pools de muestras frescas de pacientes se pueden usar a menudo para
examenes a corto plazo, particularmente en estudios de replicacion “intracorrida”
e “Intradia”. Se pueden analizar diariamente duplicados de muestras frescas de
pacientes por largos periodos de tiempo, pero estas muestras aun reflejaran sélo
los componentes de la imprecision “intracorrida” e “intradia”. El componente
“entre dias” no sera observado a menos que se realicen duplicados en diferentes
dias, en cuyo caso se debe demostrar la estabilidad de la muestra fresca para
el periodo de tiempo transcurrido entre los duplicados.

Numero de materiales y concentraciones a ser
analizadas

Elntmero de materiales a ser analizados deberia depender de las concentraciones
que son criticas para el uso clinico del examen. Generalmente, dos o tres
materiales deberian ser seleccionados para tener concentraciones de analitos a
niveles importantes de decision médica. Un nivel de decisién médica representa
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una concentraciéon donde la interpretacion médica de un resultado de examen
es critica.

Para colesterol, los niveles de decision médica son 200 mg/dL y 240 mg/
dL de acuerdo a las recomendaciones del NCEP para interpretar un resultado
de un examen de colesterol [2]. La glucosa tiene una interpretacion critica a
varios niveles de decisién médica, tales como 50 mg/dL para hipoglucemia, 120
mg/dL para una muestra en ayuno, 160 mg/dL para una curva de tolerancia, y
a niveles mayores como 300 mg/dL para monitorear pacientes diabéticos. Para
lineamientos e informacién sobre niveles de decisién médica para una gran va-
riedad de examenes vea las recomendaciones para Niveles de Decision Médica
provistas por el Dr. Bernard Statland [3].

Numero de muestras a evaluar

Es comtnmente aceptado que un minimo de 20 muestras deberia ser medido
en el periodo de tiempo de interés. Un gran nimero de muestras dara un mejor
estimado del error aleatorio, pero las consideraciones de costos y tiempo a
menudo indican que los datos se evaliien en un periodo de tiempo temprano o
mas corto, luego se podra juntar mas datos si es necesario.

Calculo de los datos

El error aleatorio se describe cuantitativamente calculando la media (X), la
desviacién estandar (S) y el coeficiente de variacién (CV) del nimero “n” de
mediciones individuales “} X”, usando estas ecuaciones:

X = X,
n
s =|2(x,-X)°
n-1
Cv =(i) 100
X

Los programas de calculo estan disponibles en calculadoras, hojas de cal-
culo, programas estadisticos y software especializado de validacion de métodos,
asi como en las herramientas de calculo online disponibles en la pagina web de
Westgard: http://www.westgard.com/mvtools.html. También es util preparar un
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histograma de los resultados para mostrar visualmente la variaciéon aleatoria
esperada y demostrar qué tan grande podria llegar a ser para una medicién
individual.

Para especimenes de pacientes analizados por duplicado, la desviacion es-
tandar se calcula a partir de las diferencias “d” entre duplicados, utilizando la
siguiente ecuacion, donde “n” es el nimero de diferentes especimenes de pacientes:

Sdup = 2_2
\‘Zn

Criterios para un desempeino aceptable

Aunque los calculos de estos datos son simples, evaluar sila desviacion estandar
calculadarepresenta un desempeno analitico aceptable no es tan simple. El criterio
sobre aceptabilidad depende de qué cantidad de error analitico es permitido sin
afectarolimitar el uso einterpretacion de unresultado de examen [4,5]. Como un
punto de inicio para definir la cantidad de error permitido, recomendamos usar
los criterios CLIA para aceptabilidad. Estos estan disponibles en el Apéndice 1.

Para imprecision a corto plazo, la desviaciéon estandar “intracorrida”
(5,00 © la desviacion estandar “intradia” (S, ) deberia ser 1/4 o menos del
error total permitido (TE,) definido como aceptable, esto es:

S. 0S_ <025TE

intra-d
Para imprecision a largo plazo, la desviacion estandar total (S, ) deberia
ser 1/3 o menos del error total permitido (TE,) definido, esto es:

S, <0.33 TE,

Se pueden hacer juicios semejantes sobre aceptabilidad usando un Cuadro
de Decisiéon del Método, disponible en formato PDF y Excel en la pagina web de
Westgard, esta alternativa sera discutida en el capitulo 16.

intra-c

Verificaciéon del Reporte del Fabricante

CLIA no requiere estrictamente que un laboratorio determine la aceptabilidad
del desempeno. En su lugar, CLIA dice que el laboratorio deberia verificar
las especificaciones provistas por los fabricantes (en el inserto por lo general)
para precision. Esto puede realizarse con el estadistico “F”, como se muestra
a continuacion:
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* Obtenga la S esperada y el numero de mediciones utilizado en el
experimento de replicaciéon aplicado por al fabricante al momento de
declarar sus especificaciones (usualmente estos datos estan incluidos en
la documentaciéon del instrumento o insertos de los reactivos), por ejemplo,
S = 3 mg/dL basada en 31 mediciones.

* Obtengala Syel nimero de mediciones de su experimento de replicacion,
por ejemplo, S = 4 mg/dL basada en 21 mediciones.

+ Calcule el valor de “F”, la S mayor al cuadrado dividida por la S menor
al cuadrado, esto es, (4)%(3)? = 16/9 = 1.78.

*  Busque el valor critico de “F” para 20 grados de libertad (L=N —1) en el
numerador y L = 30 en el denominador en la tabla “F” en la pagina 99,
donde el valor encontrado deberia ser 1.93.

*  En este caso, la “F” calculada es menor que el valor critico de “F”, lo que
indica que no existe diferencia real entre la S observada en el laboratorio
y la S reportada por el fabricante.

*  Conclusion — jlas especificaciones de desempeno del fabricante para
precision han sido verificadas!

Estudios minimos recomendados

Seleccione al menos 2 materiales de control diferentes que representen las
concentraciones de decision médica baja y alta del examen de interés. Analice
20 muestras de cada material dentro de una corrida o dentro de un dia para
obtener un estimado a corto plazo de la imprecisiéon. Calcule la media, la
desviacién estandar y el coeficiente de variacion para cada material. Determine
s1la imprecision a corto plazo es aceptable antes de proceder con mas examenes.

Analice 1 muestra de cada uno de los materiales en 20 dias diferentes para
estimar la imprecision a largo plazo. Calcule la media, la desviacion estandar
y el coeficiente de variacion para cada material. Determine si la imprecision a
largo plazo es aceptable.

Consideraciones futuras

Podrian emplearse disenos experimentales algo mas elaborados para proveer
informacién mas extensa sobre los componentes a corto y a largo plazo de la
variacion. Estos disenios a menudo usan calculos estadisticos conocidos como
Analisis de Varianza (ANOVA), como se ilustra en los protocolos de CLSI para
precision [1,7]. El protocolo EP5 esta disefiando primariamente para fabricantes,
mientras que el protocolo EP15 esta disenado para usuarios de laboratorio. El
EP15 especifica un minimo de 3 replicados por dia por un periodo de 5 dias,
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dando un total de 15 mediciones. Para estimar la imprecision total, los calculos
proveen un modo de determinar los componentes de variacion “intracorrida” e
“Intercorrida” que luego se combinan para darlaimprecision “total”. Los calculos
necesarios se presentan en una hoja de trabajo contenida en un apéndice del
EP15, ademas hay un ejemplo a partir de un conjunto de datos que muestra
como verificar las especificaciones de desempeno provistas por el fabricante.
Dado que el EP15 permite la verificacién de la precision con datos de sélo 5 dias,
es probable que éste se convierta en el protocolo predeterminado en muchos
laboratorios. Por ésta razon, se discute el EP15 a detalle en el Capitulo 19.
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Problema — Datos de Validacion de un Método de
Colesterol

Replicacion (usada para estimar la imprecision o el error
aleatorio)

Se corrieron dos materiales de control diferentes una vez al dia por un periodo
de 20 dias. Calcule la media, desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion
(%CV) para cada material de control. Prepare un histograma para cada control.
(Las respuestas aparecen en la pagina 306).

Dia Control A Control B
1 203 240
2 202 250
3 204 235
4 201 248
5 197 236
6 200 234
7 198 242
8 196 244
9 206 243
10 198 240
11 196 233
12 192 237
13 205 243
14 190 234
15 207 241
16 198 240
17 201 249
18 195 232
19 209 231
20 186 241
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11: . Como se determina la inexactitud o sesgo
de un método?

Este capitulo describe como se realiza un experimento de “comparacion de métodos”
y como deben ser analizados los datos, enfatizando en los calculos estadisticos
y los graficos. Se consideran estadisticas de regresion y el estadistico “t”, junto
con graficos de comparacion y diferencias.

Objetivos:

Aprender un procedimiento practico para estimar lainexactitud o el sesgo
de un método.
Identificar los factores experimentales importantes.

+  Compararanalisis estadisticos y presentaciones graficas que son apropiados
para conjuntos de datos que cubran rangos analiticos estrechos y amplios.

Materiales del capitulo:

VM — El experimento de comparacion de métodos,
por James O. Westgard, PhD

¢ Problema: Datos de validacion de un método de colesterol

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.
Practicar usando la herramienta de calculo online.

+ Trabajar con el problema de colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ (Cual es el nimero minimo de especimenes que se utilizan generalmente un
estudio de comparacién de métodos?
+  (Cuantos replicados de las mediciones se efectiian por lo general?

* (/Qué periodo de tiempo se recomienda para la duracién del experimento?

+ (/Coémo deberian ser calculadoslos datos cuando existen dos niveles de decisién
médica?

+ (/Como deben graficarse los datos si hay dos o mas niveles de decision médica?
* (/Qué calculos deben ser utilizados si hay un Ginico nivel de decisién médica?

+ (/Como se grafican los datos cuando existe un tinico nivel de decisién médica?
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Validacién de Métodos:
El Experimento de Comparacion de Métodos

James O. Westgard, PhD

Un experimento de comparacion de métodos se realiza para estimarlainexactitud
o el error sistematico. Revise El plan experimental para ver como se ajusta este
experimento con los otros. Se realiza este experimento analizando muestras
de pacientes con el nuevo método (método analitico a evaluar) y un método de
comparacion, luego se estiman los errores sistematicos en base a las diferencias
observadas entre los métodos. Las diferencias sistematicas en concentraciones
criticas, que representan niveles de decision médica, son los errores de interés.
Sin embargo, lainformacion sobre la naturaleza constante o proporcional del error
sistematico también es Gtil y a menudo esta disponible a partir de los calculos
estadisticos apropiados. Tanto el disefio experimental comolos calculos estadisticos
son criticos para obtener estimados confiables de los errores sistematicos.

Factores a Considerar
Método comparativo

El método analitico utilizado para la comparaciéon debe ser cuidadosamente
seleccionado debido a que la interpretacion de los resultados experimentales
dependera de la asunciéon que pueda hacerse acerca de la exactitud de los
resultados del método comparativo. Cuando sea posible, se deberia escoger un
“método de referencia” como método comparativo. Este término tiene un significado
especifico que infiere un método de alta calidad cuyos resultados se sabe son
correctos a través de estudios comparativos con un “método definitivo” exacto
y/o a través de su trazabilidad con materiales estandar de referencia. Cualquier
diferencia entre un método analitico en evaluaciéon y un método de referencia
se le asigna al método analitico en evaluacion, esto es, los errores se atribuyen
al método analitico evaluado porque la veracidad del método de referencia esta
bien documentada.

El término “método comparativo” es un término mas general y no implica
que la veracidad del método haya sido documentada. La mayoria de los métodos
de rutina del laboratorio caen en esta categoria. Cualquier diferencia entre un
método analitico a evaluar y un método de rutina debe ser interpretada cui-
dadosamente. Si las diferencias son pequenas, entonces los dos métodos tienen

pagina 127



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

la misma exactitud relativa. Silas diferencias son grandes e inaceptables desde
un punto de vista clinico, entonces es necesario identificar cual método es in-
exacto. Se pueden emplear experimentos de recuperacién e interferencia para
obtener informacién adicional.

Numero de especimenes de pacientes

Un minimo de 40 especimenes de pacientes diferentes deberian ser examinados
por los dos métodos [1]. Estos especimenes deberian ser seleccionados para
cubrir el rango reportable entero del método y deberian representar el espectro
de enfermedades que se esperan en la aplicacion de rutina del método. El
numero real de especimenes examinados es menos importante que la calidad
de esos especimenes. Veinte especimenes cuidadosamente seleccionados en
base a sus concentraciones probablemente proveeran mejor informacién que
cien especimenes recibidos aleatoriamente en el laboratorio. La calidad del
experimento y las estimaciones de los errores sistematicos dependeran mas de
elegir un amplio rango de resultados de examen (calidad de los especimenes)
que que de trabajar con un gran nimero de resultados.

La ventaja principal de realizar el experimento con un gran nimero de
especimenes esidentificar muestras de pacientes cuyos resultados noconcuerden
debido a interferencias en la matriz de esa Uinica muestra. Esto es a menudo
de interés cuando el nuevo método hace uso de una reaccion quimica diferente
o de un principio de medicién diferente. Se recomiendan trabajar con un gran
numero de especimenes — de 100 a 200 — para evaluar si la especificidad del
nuevo método es similar a la del método comparativo.

Mediciones unicas contra mediciones por duplicado

La practica mas frecuente consiste en analizar cada espécimen una vez por el
método analitico evaluado y una vez por el método comparativo. Sin embargo,
existen ventajas en hacer mediciones por duplicado cada vez que sea posible.
Idealmente, estos duplicados deberian ser dos muestras diferentes (o tubos) que
se analizan en diferentes corridas, o al menos en diferente orden (en lugar de
replicados efectuados uno tras otro en el mismo tubo o copa de muestra). Los
duplicados brindan una comprobacion de la validez de las mediciones por los
métodos individuales y ayudan a identificar problemas que surgen de mezclar
muestras, errores de transposiciéon y otra tipo de equivocaciones. Una o dos
equivocaciones de este tipo pueden tener un fuerte impacto en las conclusiones
obtenidas a partir del experimento. Este tipo de errores o equivocaciones causan
mucha confusiéon al tener que definir siestosresultados discrepantes representan
el desempeno del método, o si son “valores atipicos” que deberian ser retirados
del conjunto de datos. Los analisis por duplicado pueden evidenciar si estas
discrepancias observadas son consistentes o no.
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Si1no se realizan duplicados, entonces es de suma importancia inspeccionar
los resultados de comparaciéon en el momento en que son obtenidos, identificar
aquellos especimenes donde las diferencias son grandes, y repetir los analisis
mientras aun estan disponibles los especimenes.

Periodo de tiempo

Deberian incluirse varias corridas analiticas diferentes en dias diferentes para
minimizar cualquier error sistematico que podria ocurrir en una sola corrida. Se
recomienda un minimode 5 dias [1], pero seria preferible extender el experimento
a un periodo de tiempo mas largo. Dado que el estudio de replicaciéon a largo
plazo probablemente se extendera por 20 dias, el estudio de comparacién puede
cubrir un periodo de tiempo similar y requerira de sélo 2 a 5 especimenes de
pacientes al dia.

Estabilidad del espécimen

Nomas de doshoras deberian transcurrir entre que se analizan los especimenes en
unoy otro método analitico (método analitico evaluado y método de comparacion),
a menos que se sepa que los especimenes tienen corta estabilidad, por ejemplo,
el amonio y el lactato. Se podria mejorar la estabilidad para algunos examenes
anadiendo conservantes, separando el suerooel plasma delas células, refrigerando
o congelando. El manejo de los especimenes debe ser definido cuidadosamente
y sistematizado antes de comenzar el estudio de comparaciéon de métodos. De
otro modo, las diferencias observadas podrian ser debidas a variables en el
manejo de especimenes, mas que a los errores analiticos sistematicos que son
el proposito del experimento.

Analisis de datos

iAqui es donde se pone dificil! Existe mucho debate y discusion sobre la forma
correcta de analizarlos datosobtenidos a partir de un experimento de comparacion
de métodos [2]. Esto ha sido asi desde hace mucho tiempo, desde que yo me
converti en quimico clinico y parece ser un problema crénico que estalla con
cada nueva generacion de cientificos del laboratorio. Estudiamos el uso y la
interpretacion de las estadisticas en los estudios de comparacion de método
hace mas de treinta anos y las lecciones que aprendimos ain sirven hoy en dia.
Nuestra intencién aqui es brindar breves lineamientos —las estadisticas como
tal, se revisan con mas detalle en el siguiente capitulo.
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Graficando los datos

La técnica fundamental de analisis de datos consiste en graficar los resultados
delacomparacion einspeccionar visualmente los datos. Idealmente, esto deberia
ser realizado en el momento en que los datos son recolectados para identificar
resultados discrepantes que complicaran el analisis de datos. Cualquier espécimen
de paciente con resultados discrepantes entre el método analitico a evaluar y
el de comparacion deberia ser analizados nuevamente para confirmar que las
diferencias sean reales y no equivocaciones al registrar los valores o mezclar
los especimenes.

“Grafico de Diferencia”

Si1 se espera que
los dos métodos con-
cuerden de manera ab-
soluta, el graficoinicial
podria ser un “Grafico
de Diferencias” que
muestre la diferencia
entre losresultados del
método evaluado y los
resultados de método
de comparacion en el
eje de las ordenadas
“Y” contra el resultado
obtenido a partir del
método de comparacion Resultados del Método de Comparacidn
en el eje de las abscisas
“X”, tal como se muestra en la figura. Estas diferencias deberian ubicarse, al-
rededor de la linea de “cero diferencias”, la mitad arriba y la mitad abajo. Las
diferencias grandes van a sobresalir y nuestra atencién estara dirigida a aquellos
especimenes cuyos resultados necesitan ser confirmados por mediciones repetidas.
Busque cualquier punto atipico que no caiga en el patrén general de los otros
puntos obtenidos a partir de los datos. Por ejemplo, hay un punto sospechoso en
el “Grafico de Diferencias”. Note también que los puntos tienden a dispersarse
sobre la linea a concentraciones bajas y bajo la linea a concentraciones altas,
sugiriendo que podria haber errores sistematicos constantes y/o proporcionales.

O OO O Linea de
(o) @) o) o Cero

Diferencia (Método Evaluado — Comp)

Para situaciones donde no esperamos una concordancia absoluta entre los
métodos, una concordancia absoluta, por ejemplo en analisis enzimaticos que
tienen diferentes condiciones de reaccién, deberiamos aplicar un “Grafico de
Comparacion” que muestre el resultado del método a ser evaluado en el eje de
las ordenadas “Y” contra el resultado obtenido a partir del método de compara-
cion en el eje de las abscisas “X”, como se muestra en la segunda figura abajo.
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Conforme se acumulan los
puntos, deberia dibujarse una
linea visual que representa el “Grafico de Compa racion”
mejor ajuste para mostrar la re-
lacion general entre los métodos
y ayudar a identificar resultados
discrepantes. Nuevamente, el
propoésito de ésta inspeccion gra-
fica inicial de datos es identificar
resultados discrepantes para
reanalizar especimenes mientras
estan frescos y aun disponibles.

Sin embargo, éste tipo de
grafico generalmente es ventajo-
sopara mostrarel rango analitico
de datos, la linealidad de la re-
spuesta a lo largo del rango, y la
relaciéon general entre métodos
como se muestra por el angulo
de la linea y su intersecciéon con
el eje de las ordenadas.

Resultados del Método Evaluado
O

Resultados del Método de Comparacién

Calcule las estadisticas apropiadas

Mientras que los “Graficos de Diferencias” y los “Graficos de Comparaciéon”
proveen impresiones visuales de los errores analiticos entre el método analitico
evaluado y el método de comparacion, las estimaciones numéricas de estos
errores pueden ser obtenidas a partir de calculos estadisticos. Recuerde que el
significado secreto, mas profundo y escondido de la validacién de métodos es el
analisis de errores. Necesita saber qué tipos de errores estan presentes y qué
tan grandes podrian ser. Los calculos estadisticos pondran niimeros mas exactos
a sus impresiones visuales de los errores.

Dado que el propésito del experimento de comparaciéon de métodos es valorar
la inexactitud, las estadisticas calculadas deberian proveer informacién acerca
del error sistematico en concentraciones importantes que representan niveles
de decision médica. Ademas, seria util conocer la naturaleza constante o pro-
porcional de ese error (revise, El plan experimental para definiciones de errores
constantes y proporcionales). Esta ultima informacién es til para determinar
la causa o fuente del error sistematico y valorar la posibilidad de mejorar el de-
sempeno del método. Para una discusion adicional sobre el uso e interpretacion
de las estadisticas, vea el capitulo 12 y los archivos PDF de la referencia [3].
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Para resultados de comparacion que cubran un amplio rango analitico,
por ejemplo, glucosa o colesterol, se prefieren estadisticas de regresion lineal.
Estas estadisticas permiten la estimacion del error sistematico a mas de una
concentracion que represente o este proxima a niveles de decisiéon medica para
evaluar la aceptabilidad del método, y también brindan informacién sobre la
naturaleza proporcional o constante del error sistematico para poder asi valorar
las fuentes posibles de errores. Los programas estadisticos proveen cominmente
calculos de regresion lineal o analisis de cuadrados minimos para la pendiente
(b) y la interseccién-Y (a) de la linea de mejor ajuste y la desviacion estandar
de los puntos alrededor de esa linea (SX/y). El error sistematico (ES) a una con-
centracion que representa un nivel de decisiéon médica dado (X) se determina
entonces calculando el valor “Y” correspondiente (Y ) a partir de la regresion
lineal, y luego se toma la diferencia entre Y y X , como sigue:

Y =a+bX

ES=Y -X_

Por ejemplo, en el estudio de comparacion de colesterol, donde la linea de
regresion es Y = 2.0 + 1.03X, esto es, el intercepto-Y es 2.0 mg/dL y la pendiente
(b) es 1.03, el valor Y_que corresponde a un nivel critico de decisién de 200 (X)
seria 208 (Y_= 2.0 + 1.03%200), lo que significa que hay un error sistematico de
8 mg/dL (208 — 200) para un nivel de decision médica de 200 mg/dL.

€

También es comun calcular el coeficiente de correlacion, “r”, que es util sobre
todo para evaluar si el rango de datos es lo suficientemente amplio como para
brindar buenas estimaciones de la pendiente y la interseccion-Y mas que para
evaluar la aceptabilidad del método [3]. Cuando r es 0.99 o mayor, los calculos
de regresion lineal simple deberian proveer estimaciones confiables de la pen-
diente y la interseccion-Y. Si “r” es menor a 0.99, seria mejor recolectar datos
adicionales para expandir el rango de concentraciones evaluadas. Considere
usar calculos de estadisticos “t” para estimar el error sistematico en la media de
los datos, o utilizar calculos de regresion mas complicados que son apropiados
para un rango de datos mas estrecho.

Pararesultados de comparacién que cubran un rango analitico estrecho, por
ejemplo, sodio o calcio, etc., usualmente es mejor calcular la diferencia promedio
entre los resultados, que es lo mismo que la diferencia entre los promedios de
los dos métodos, que también se llama cominmente sesgo. Este sesgo calculado
esta disponible tipicamente en programas estadisticos que proveen calculos de
estadisticos “t” para datos apareados. Los calculos también incluyen la desvi-
acion estandar de las diferencias (S,,), la cual describe la distribucién de estas
diferencias entre métodos, y un valor “t”, que puede ser usado para interpretar
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silos datos son suficientes para concluir que realmente hay un sesgo o diferencia
entre los métodos. Los capitulos 8 y 12 discuten en detalle estas estadisticas.

Por ejemplo, si el promedio de 40 analisis de sodio por el método analitico
evaluado es de 141.0 mmol/L y el promedio para los mismos especimenes por
el método de comparacion es de 138.5, entonces el error sistematico promedio,
0 sesgo, es de 2.5 mmol/L (141.0 — 138.5). El signo algebraico de éste sesgo es
util para mostrar qué método arroja resultados mas bajos o menores, pero es

el valor absoluto de la diferencia el que es importante para evaluar la acept-
abilidad del método.

Criterios para un desempeno aceptable

Eljuiciode aceptabilidad depende de qué cantidad de error analitico es permitida
sin afectarolimitarel usoylainterpretacion de resultados analiticos individuales.
Esto es complicado por el hecho de que cualquier resultado analitico individual
también esta sujeto a error aleatorio, asi que el conjunto o error total (ET) esta
compuesto del error sistematico (ES) mas el error aleatorio (EA). Este “Error
Total” puede ser calculado como sigue:

ET__=ES+EA

ET_ = Sesgo + 3S

media media

donde S_ . es el estimado de la desviacion estandar del método en evalu-
acion obtenido a partir del experimento de replicaciéony Sesgo_ . es la diferen-
cia promedio o la diferencia entre los promedios de los calculos del estadistico
“t” o la diferencia entre Y, — X donde Y =a + bX_ es obtenida a partir de las
estadisticas de regresion. El desempeno del método es aceptable cuando el
“Error Total” calculado (ET, ) es menor que el “Error Total Permitido” (TE,
por sus siglas en Inglés). Recuerde que los criterios de CLIA de competencia
analitica para un desempeno aceptable estan expresados en forma de Errores
Totales Permitidos y son un buen punto de inicio para asentar requisitos para

la calidad analitica.

Se pueden hacer evaluaciones similares de aceptabilidad usando el Cuadro
de Decisién de Métodos [6], que se describe en el capitulo 16. Esta grafico le
permite graficar el Sesgo_ .. eneleje delasordenadas“Y” ylaS_ . eneldelas
abscisas “X”, y luego evaluar la aceptabilidad del método evaluado a partir de
la ubicacién del “punto operativo” relativo a las lineas para diferentes criterios

de error total en el grafico.
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Verificacion del Reporte del Fabricante

CLIA no requiere estrictamente que el laboratorio evaltie la aceptabilidad
de ningun sesgo o error sistematico observado relativo a cualquier estandar
de calidad, incluso a su propio criterio para un desempeno aceptable en los
examenes de esquemas de valuaciéon de la competencia. En su lugar, CLIA
enfatiza la verificacion de las especificaciones declaradas por los fabricantes para
exactitud (o inexactitud, sesgo, error sistematico). Si un fabricante establece
en sus especificaciones que no hay sesgo, el estadistico “t” revelara si los datos
del laboratorio confirman o no las especificaciones declaradas por el fabricante.
Si el valor calculado del estadistico “t” para datos apareados es menor que el
valor critico de “t”, entonces no se ha observado un sesgo real o estadisticamente
significativo. Si un fabricante reporta un sesgo determinado, entonces es util
determinar el intervalo de confianza para su estimacion del sesgo y compararlo
con el sesgo declarado por el fabricante en sus especificaciones de desempeno. Siel
sesgo declarado por el fabricante en sus especificaciones de desempeno cae dentro
de los limites de confianza alto y bajo del sesgo observado, entonces se confirma
la especificacion declarada por el fabricante; si esto no es asi, la especificacion
del fabricante no ha sido verificada. Note una simplificacién importante: si el
sesgo observado por usted es menor que el sesgo declarado por el fabricante
en sus especificaciones de desempeno, habra verificado las especificaciones de
desempeno del fabricante y no son necesarios mas calculos estadisticos.

Por ejemplo, suponga que un conjunto de 41 comparaciones de pacientes
para colesterol dio una media de 200 mg/dL, un sesgo de 2.5 mg/dL, una S, de
4.3 mg/dL y un valor de “t” de 2.58. Si el fabricante declara en sus especificacio-
nes que no hay sesgo, entonces aplique el estadistico “t” para asegurarse de que
esto es verdad. Busque el valor critico de “t” para 40 grados de libertad (N — 1)
y una p=0.05 en la pagina 95. Compare el valor de “t” calculado de 2.58 con el
valor critico de “t” de 2.02 (LL.=40, p=0.05). Como el valor de “t” calculado (2.58)
es mayor que el valor critico de “t” (2.02), se ha observado un sesgo estadistica-
mente significativo o real. Sus resultados experimentales son diferentes y NO
verifican las especificaciones de desempeno declaradas por el fabricante para
exactitud que establecen un de cero sesgo.

Note, sin embargo, que el método atin podria desempenarse aceptablemente
dado que el sesgo real de 2.5 mg/dL es pequeno comparado con el error total
permitido de CLIA del 10%.

Si el fabricante reporta un sesgo de 1.5 mg/dL, entonces seria util calcular
el intervalo de confianza alrededor del sesgo que usted ha estimado de 2.5 mg/
dL. El intervalo se calcula como sigue: 2.5 mg/dL + t(S_)/N"?, donde el término
que acompana al + es 2.02%4.3/6.4 o 1.4 mg/dL. Su estimaciéon del sesgo esta
entre 1.1 y 3.9 mg/dL,, lo que incluye el sesgo declarado por el fabricante en sus
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especificaciones que es de 1.5 mg/dL, por lo que sus resultados experimentales
han confirmado las especificaciones de desempeno declaradas por el fabricante
para exactitud.

Estudios minimos recomendados

Seleccione 40 especimenes de pacientes para cubrir el rango reportable entero del
método. Analice 8 especimenes por dia dentro de 2 horas por el método analitico
evaluado y el método de comparacion. Grafique los resultados inmediatamente
en un “Grafico de Diferencias” y busque discrepancias; reanalice cualquier
espécimen que dé resultados discrepantes para eliminar valores atipicos e
1dentificar interferencias potenciales. Continte el experimento por 5 dias si
no se observan resultados discrepantes. Continte otros 5 dias si se observan
discrepancias durante los primeros 5 dias. Prepare un “Grafico de Comparacion”
a partir de todos los datos para evaluar el rango, valores atipicos y la linealidad.
Calcule el coeficiente de correlacion y si“r” es 0.99 o mayor, calcule las estadistica
aplicando un modelo de regresiéon lineal simple y estime el error sistematico a
concentraciones que representen o estén proximas a niveles de decisiéon médica.
S11r<0.975, estime el sesgo en la media de los datos a partir del estadistico “t”
o, alternativamente, a partir de técnicas mas sofisticadas de regresion [4].
Use el Cuadro de Decision de Método para combinar los estimados del error
sistematico y el error aleatorio y haga una evaluacion del Error Total observado
para el método.

Direcciones Futuras

El ntimero recomendado de muestras de pacientes para el experimento de
comparacion de métodos parece reducirse conlos anos. Los lineamientos actuales
de CLIA dan 20 como “regla general” para los experimentos de validacion de
métodos [7]. La guia EP15 del CLSI para la verificacion por parte del usuario
de la “veracidad” o sesgo también recomienda un minimo de 20 muestras de
pacientes. Ademas, la EP15 incluye una metodologia alternativa que hace uso
de un minimo de 2 materiales de referencia con valores asignados que deben
ser medidos por duplicado de 3 a 5 corridas (ver capitulo 19). Los materiales de
referencia aqui podrian incluir Materiales de Referencia Certificados, tales como
los obtenidos del E.U.A. National Institute of Standards and Technology (NIST,
por sus siglas en Inglés), pero también podrian ser muestras de examenes de
esquemas de evaluacion de la competencia, materiales de control de la calidad o
materiales de comparacion de grupos pares con valores asignados. La adopcion
de esta metodologia alternativa que usa materiales de referencia ciertamente
disminuye los obstaculos y reduce los esfuerzos necesarios para verificar las
especificaciones de desempeno establecidas por los fabricantes. No debe usted
olvidar que el verdadero propdsito de la validaciéon de métodos es asegurarse
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de que su laboratorio esta generando resultados analiticos correctos para los
pacientes que concurren al laboratorio, no solamente mantener la conformidad
con los requisitos regulatorios. Es importante ser minucioso y asegurarse que
su método se desempena de forma aceptable y que provee la calidad analitica
requerida para el cuidado del paciente.
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Herramientas para el analisis de datos de los estudios de validacién de métodos.
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pagina 136



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

Problema — Datos
de Validacién de un
Método de Colesterol:
Comparacién de
Métodos

Sehallevadoacabounestudiode
comparaciéon utilizando el método
de Abell Kendal como método
de comparacion. Grafique los
datos de comparacion, obtenga
las estadisticas de regresion y
determine el valor del coeficiente
de correlacion, “r’. (Respuestas
en la pagina 306).

Muestra Abell-Kendal IY[étodo Método
de Comparacion (X) Evaluado (Y)
1 217 203
2 224 213
3 298 279
4 172 160
5 198 189
6 274 262
7 253 238
8 197 275
9 266 211
10 151 149
11 166 151
12 163 151
13 215 205
14 151 133
15 263 252
16 226 212
17 239 226
18 162 147
19 253 235
20 159 157
21 261 250
22 247 231
23 261 238
24 184 179
25 295 284
26 250 232
27 201 196
28 209 212
29 286 275
30 158 142
31 288 281
32 161 145
33 183 171
34 252 239
35 285 277
36 194 190
37 240 230
38 180 177
39 297 275
40 210 188
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Mumnster’s Monsters!
Sebastian Munster, 1598

Todos nosotros debemos lidiar con monstruos, tales como esas
feroces criaturas de mar que decoraban muchos de los mapas del
siglo XVI. Uno de nuestros monstruos modernos que debemos
enfrentar a diario enloslaboratorios esllamado “estadistica”. Mucho
atemorizan las estadisticas, pero como los Munster’s Monsters, las
estadisticas son criaturas imaginarias que podemos superar con
educacion y entrenamiento. Aprender a usar las estadisticas de
los estudios de validacién de métodos requiere que usted supere
sus temores y adopte a las estadisticas como una herramienta
practica que le ayudara a resumir y comprender el significado de
los nimeros que surgen de estos estudios. El uso apropiado de las
estadisticas es particularmente importante para comprender los
resultados de los estudios de comparaciéon de métodos.
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12: ; Como usar la estadistica para estimar
errores analiticos?

Este capitulo provee mas detalles acerca del analisis e interpretacion de los datos
de un experimento de comparacion de métodos. Hace uso de datos simulados
para demostrar el comportamiento de los parametros estadisticos en respuesta
a diferentes tipos de errores que podrian ser observados a partir de los datos.

Objetivos:

* Relacionar las estadisticas utilizadas para analizar los datos de un
experimento de comparacién de métodos con los tipos de errores analiticos
que ocurren entre los métodos.

+ Identificar las limitaciones del estadistico “t” y de las estadisticas de
regresion.

*  Formular una estrategia para realizar un analisis de datos apropiado de
un experimento de comparacion de métodos.

Materiales del capitulo:

*+ VM — Sentido Estadistico, Sensibilidad y Significatividad,
por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

+  Estudiar los materiales.

* Preparar un conjunto de datos para demostrar el efecto del error
proporcional sobre los estadisticos “t” y el grafico de diferencias.

*  Preparar un conjunto de datos para mostrar el efecto de trabajar con un
rango estrecho de datos sobre los estadisticos de regresion y en el grafico
de comparacion.

+  Examinar un estudio de validaciéon publicado en la literatura cientifica
y criticar el uso y aplicacion de las estadisticas.
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Preguntas de Autoevaluacion:

El siguiente resumen estadistico fue obtenido a partir de un experimento de
comparacion de métodos para glucosa:
a=5,23 mg/dL, b = 0,999, Sy/x = 7,23 mg/dL, sesgo = 5,13 mg/dL, Sdif =
7,23 mg/dL, t = 8,03, r = 0,996, N = 128.

.

,Cual es el error sistematico proporcional entre métodos?
,Cual es el error sistematico constante entre métodos?
(Cual es el error aleatorio entre métodos?

(Por qué hay tan buena concordancia entre las estimaciones del error
obtenido a partir de estadisticas de regresion y estadisticos “t”?

(Es el error sistematico entre métodos estadisticamente significativo
o “real”? ;Qué le dice el coeficiente de correlacion?

El siguiente resumen estadistico fue obtenido a partir de un experimento de
comparacion de métodos para nitroégeno ureico:
N =316, a =-0,31 mg/dL, Sa = 0,23 mg/dL, b = 1,032, Sb = 0,009, Sy/x =
0,97 mg/dL, Sx = 13,2 mg/dL, r = 0,997, sesgo = 0,40 mg/dL, Sdif = 1,08
mg/dL, t = 6,58.

.
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. Cual es el error sistematico proporcional entre métodos?
., Cual es el error sistematico constante entre métodos?

(Por qué es mejor usar las estadisticas de regresién para estimar los
errores en lugar de usar un estadistico “t”?

,Cual es el intervalo de confianza del 95% para la interseccion en “y”?
(Lainterseccién en “y” difiere significativamente del valor ideal de 0.0?
,Cual es el intervalo de confianza del 95% para la pendiente?
(Difiere la pendiente significativamente del valor ideal de 1,007

., Qué le dice el coeficiente de correlacion?
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Validacion de Métodos:
Sentido Estadistico, Sensibilidad y
Significatividad

James O. Westgard, PhD

Recuerde que el primer secreto de la validacion de métodos — se trata totalmente
de evaluacion de errores. El segundo secreto es que las estadisticas son sélo
herramientas para estimar el tamano de esos errores. La cajade herramientas
de analisis de datos le facilita calcular las estadisticas apropiadas y preparar
los graficos asociados utilizando calculadoras y herramientas para graficar online.
Atn asi, necesita ser cuidadoso al interpretar las estadisticas, particularmente
para datos del experimento de comparacion de métodos.

Hace muchos anos, estudiamos el uso y la interpretacién de las es-
tadisticas para el estudio de los datos provenientes dela comparacion de métodos.
Empleamos un modelo de simulacién de datos para crear conjuntos de datos
que tienen diferente tipo y magnitud de errores analiticos, luego calculamos las
estadisticas de regresion, estadisticos “t” y los coeficientes de correlaciéon para
cada uno de los conjuntos de datos. Vimos qué estadisticas cambiaron conforme
cambio6 el tipo y la magnitud de los errores analiticos en los conjuntos de datos.

Esos resultados fueron publicados en Clinical Chemistry [1] y el
articulo original esta disponible en Westgard Web en http:/www.westgard.
com/downloads. En 2008, Clinical Chemistry reconoci6 éste articulo como un
“clasico para citar”’. Si bien éste conocimiento ha estado disponible por alred-
edor de 30 anos, no esta siendo difundido en programas actuales de educacion y
entrenamiento. Muchos profesionales del laboratorio atin tienen gran dificultad
para interpretar los estudios de comparaciéon de métodos. La clave para hacer
utiles a las estadisticas descansa en entender su sensibilidad a los distintos
tipos de error que pueden estar presentes en los datos. El sentido estadistico
se relaciona con la sensibilidad de las estadisticas a los errores.

Simulacion de errores en resultados de examen

Los métodos antiguos de glucosa no tenian la especificidad de los métodos
enzimaticos actuales. Debido a que varios estudios de comparacion entre métodos
especificos y no especificos de glucosa estaban apareciendo en la literatura en
ese tiempo, la glucosa era un buen ejemplo para demostrar como los diferentes
tipos de errores analiticos aparecen en los resultados estadisticos de los estudios
de comparacién de métodos.
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Empezamos por construir un conjunto de datos de 41 especimenes que
serian tipicos de una poblacion hospitalaria, como se muestra en la Tabla 1 co-
locando los resultados del método de referencia en la 1* columna. En un mundo
perfecto, el método de examen daria exactamente los mismos resultados, como
se muestra en la 2° columna. Para demostrar los efectos de los diferentes tipos
de errores, se pueden crear conjuntos de datos adicionales de resultados de
comparacion manipulando los datos de referencia originales (1* columna) de
maneras especificas.

* El error aleatorio puede ser simulado anadiendo o sustrayendo
alternativamente 5 mg/dL a cada punto de los datos de referencia (1*
columna), como se muestra en la tercera columna de resultados. Esto no
es verdaderamente aleatorio, al menos no el error aleatorio Gaussiano
normal esperado para un método analitico, pero sera suficiente para
demostrar el efecto de este tipo de error. Se pueden construir conjuntos
de datos adicionales anadiendo +2 mg/dL y £10 mg/dL para demostrar el
efecto generado por el cambio en la magnitud del error aleatorio.

+ El error sistematico constante puede ser simulado anadiendo 10 mg/dL
a cada punto del conjunto de datos de referencia (1* columna), como se
muestra en la cuarta columna. Se pueden construir datos adicionales
anadiendo 2 mg/dL o 5 mg/dL para demostrar el efecto generado por el
cambio en la magnitud del error sistematico constante.

+ Elerror sistematico proporcional puede ser simulado multiplicando cada
resultado del conjunto de datos de referencia (1* columna) por 1,05. Se
pueden construir datos adicionales usando factores de 1,02 y 1,10 para
demostrar el efecto generado por el cambio en la magnitud del error
sistematico proporcional.

*  Se pueden simular combinaciones de errores aplicando dos o mas de las

operaciones de arriba, como se muestra en las columnas de datos 6, 7y
8.
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Tabla 1. Ejemplo de Simulacion de datos glucosa

Referencia

40
60
80
90
100
110
120
125
130
135
140
145
150
155
165
170
175
180
185
190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
260
270
280
290
300
320
340
380

Perfecto

40

60

80

90

100
110
120
125
130
135
140
145
150
155
165
170
175
180
185
190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
260
270
280
290
300
320
340
380

Aleatorio
EA5
35
65
75
95
95
115
115
130
125
140
135
150
145
160
160
175
170
185
180
195
190
205
200
215
210
225
220
235
230
245
240
255
255
275
275
295
295
325
335
385

Constante
ESC5
45
65
85
95
105
115
125
130
135
140
145
150
155
160
170
175
180
185
190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
255
265
275
285
295
305
325
345
385

Proporcional
ESP 5
38.00
57.00
76.00
85.50
95.00
104.50
114.00
118.75
123.50
128.25
133.00
137.75
142.50
147.25
156.75
161.50
166.25
171.00
175.75
180.50
185.25
190.00
194.75
199.50
204.25
209.00
213.75
218.50
223.25
228.00
232.75
237.50
247.00
256.50
266.00
275.50
285.00
304.00
323.00
361.00

EAy ESC
EASyESC5
45
65
85
95
105
115
125
130
135
140
145
150
155
160
170
175
180
185
190
195
200
205
210
215
220
225
230
235
240
245
250
255
265
275
285
295
305
325
345
385

EAyESP
EASYESP5
33.25
61.75
71.25
90.25
90.25
109.25
109.25
123.50
118.75
133.00
128.25
142.50
137.75
152.00
152.00
166.25
161.50
175.75
171.00
185.25
180.50
194.75
190.00
204.25
199.50
213.75
209.00
223.25
218.50
232.75
228.00
242.25
242.25
261.25
261.25
280.25
280.25
308.75
318.25
365.75

EAYESCy ESP
EASYESCSyESP5
42.75
61.75
80.75
90.25
99.75
109.25
118.75
123.50
128.25
133.00
137.75
142.50
147.25
152.00
161.50
166.25
171.00
175.75
180.50
185.25
190.00
194.75
199.50
204.25
209.00
213.75
218.50
223.25
228.00
232.75
237.50
242.25
251.75
261.25
270.75
280.25
289.75
308.75
327.75
365.75
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Analisis estadistico de los datos simulados

Estos conjuntos de datos estan sometidos a calculos estadisticos de regresion
(la pendiente, b; la interseccion-Y, a; y la desviacion estandar de los puntos
alrededor de la linea de regresion, sy,x), el analisis del estadistico “t” para datos
apareados (la diferencia promedio entre los métodos, sesgo;la desviacion estandar
de las diferencias, S ,; y el valor t calculado que se usa para determinar si el
sesgo es estadisticamente significativo o “real”), y finalmente el coeficiente de
correlacion, r.

Tabla 2. Efecto de los errores analiticos en resultados calculados

Conjunto de Datos EA | ESC ESP Pendiente Y-Intercepto Sy/x | Sesgo S dif t r
1. Perfecto 0 0 0 1.000 0.00 0.00 0.00 0.00 | Sin definir 1.000
2.EA2 2 0 0 1.001 -0.02 2.00 0.05 2.00 0.16 0.999
3.EAS 5 0 0 1.001 -0.04 5.00 0.12 5.00 0.16 0.993
4.EA 10 10 0 0 1.003 -0.08 10.00 0.24 10.00 0.16 0.986
5.ESC2 0 2 0 1.000 2.00 0.00 2.00 0.00 | Sin definir 1.000
6. ESC5 0 5 0 1.000 5.00 0.00 5.00 0.00 | Sin definir 1.000
7.ESC10 0 10 0 1.000 10.00 0.00 10.00 0.00 | Sin definir 1.000
8. ESP 2 0 0 0 0.980 0.00 0.08 2.29 1.18 12.43 1.000
9.ESP5 0 0 5 0.950 0.00 0.08 5.72 2.95 12.42 1.000
10. ESP 10 0 0 10 0.900 -0.04 0.14 11.45 5.88 12.47 1.000
11. EA5+ESC2 5 2 0 1.001 1.96 5.00 2.12 5.00 2.72 0.996
12. EA5+ESC5 5 5 0 1.002 4.92 5.02 5.10 5.03 6.50 0.996
13. EA5+ESC 10 5 10 0 1.002 9.95 5.02 10.10 5.03 12.86 0.996
14. EA10+ESC 2 10 2 0 1.003 1.92 10.00 2.24 10.00 1.44 0.986
15. EA10+ESC5 10 5 0 1.003 4.92 10.00 5.24 10.00 3.36 0.986
16. EA10+ESC 10 10 10 0 1.003 9.92 10.00 [ 10.24 10.00 6.56 0.986
17.EA2+ESP5 2 0 5 0.951 -0.02 2.00 5.67 3.53 10.27 0.999
18. EA5+ESP 5 5 0 5 0.951 -0.04 5.00 5.59 5.76 6.27 0.996
19. EA 10+ESP5 10 0 5 0.953 -0.08 10.00 5.47 10.38 3.38 0.985
20. EA5+ESP 10 5 0 10 0.900 0.23 5.01 11.28 7.85 9.09 0.996
21. EA5+ESP 25 5 0 25 0.751 -0.02 5.00 28.45 15.58 11.62 0.994
22. EA 5+ESP 50 5 0 50 0.501 -0.04 5.00 57.02 30.17 12.10 0.986
23.ESC2+ESP5 0 2 5 0.950 2.00 0.08 3.72 2.95 8.07 1.000
24.ESC5+ESP 5 0 5 5 0.950 5.00 0.08 0.72 2.95 1.55 1.000
25.ESC10+ESP5 0 10 5 0.950 10.00 0.80 4.28 2.95 9.31 1.000
26. EA 2 +ESC5+ESP 10 2 5 10 0.905 4.99 2.03 6.37 6.28 6.50 0.999
27.EA 10+ESC2+ESP 5 10 2 5 0.953 1.89 10.01 3.48 10.50 12.12 0.984
28. EA5+ESC 10 + ESP 2 5 10 2 0.981 9.96 4.99 7.84 5.18 9.69 0.996

Las estadisticas calculadas se muestran en la 2* tabla, donde la primera columna a la
1zquierda (1% columna) identifica el tipo y magnitud de los errores analiticos en el conjunto
de datos (EA, error aleatorio; ESC, error sistematico constante; ESP, error sistematico
proporcional) y las siguientes tres columnas muestran la magnitud de los errores. Cada
fila provee los resultados estadisticos de la condicién de error especifico o del conjunto de
condiciones de error. La comparacion de las condiciones de error y los valores estadisti-
cos nos permiten correlacionar el tipo y magnitud de los errores a los estimados de las
estadisticas.
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Sin errores. Los datos de comparacion perfectos tienen exactamente los
mismos valores para los métodos de examen y de referencia. En un grafico de
comparacion, todos los puntos caerian exactamente en una linea dibujada en
un angulo de 45 grados y con la interseccién-Y, justo en la interseccion de los
dos ejes “X” e “Y”, o sea cero de “x” y cero de “y”. Como se muestra en la tabla,
los resultados estadisticos para ésta situacion ideal muestran un valor de 1,00
para la pendiente y el coeficiente de correlacion, y valores de 0,00 para todas
las demas estadisticas, excepto el estadistico “t” que es indefinido (debido a
que es una proporciéon de dos términos que son 0,00). En un mundo perfecto,
las estadisticas tienen valores ideales de 1,00 (pendiente, coeficiente de
correlacion) y 0,0 (interseccion-Y, Sy/x, sesgo, Sdif). Desviaciones de estos
valores ideales son indicadores de error.

Error aleatorio.

El efecto del error aleatorio se muestra en ésta figura para los datos donde
5 mg/dL han sido anadidos y sustraidos alternativamente a los valores de ref-
erencia. El error aleatorio se manifiesta en el grafico como dispersion en los
puntos alrededor de la linea de regresion. Los calculos estadisticos en la Tabla
2 muestran cambios minimos en la pendiente, la interseccién o el sesgo, pero
las Sy/X y Sy reflejan directamente el tamafio del error aleatorio. El coeficiente
de correlacion disminuye conforme se incrementa el error aleatorio, pero los

_ 9

cambios en “r” son pequenos y no proveen un estimado directo del error aleatorio
en unidades de concentracion.
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Error Sistematico Constante.

El efecto del error sistematico constante se muestra en la siguiente figura,
donde la linea de regresion no pasa ya por el origen. En este caso, se anadieron
10 mg/dL para crear un error sistematico constante y la magnitud del error esta
correctamente estimada tanto por la interseccion-Y de la regresiéon como por el
sesgo del analisis del estadistico “t”. Note que no hay cambios en el coeficiente
de correlacion.
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Error Sistematico Proporcional.

El efecto del error sistematico proporcional es mostrado por tres situaciones
donde los resultados de los examenes son menores que los de referencia por un
2%, 5% y un 10%. El error sistematico proporcional cambia la pendiente de la
linea de regresion y la magnitud exacta del error se estima por la pendiente
del analisis de regresion. Note que el error sistematico proporcional no afecta
la interseccion-Y, S__y “r”, pero causa cambios en el sesgo y la S, en analisis
del estadistico “t”.
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Sensibilidad de la estadistica a los tipos de error

El comportamiento de los distintos estadisticos respecto a los diferentes tipos
de error se resume en la tabla mostrada aqui. El error aleatorio se refleja en
cambios en Sy/x, S,y r. Los errores sistematicos constantes se muestran en la
Interseccion en “y”, y en el sesgo. El error sistematico proporcional puede ser
estimado de mejor manera por la desviacién de la pendiente de la ideal, pero
también causa cambios en el sesgo y la DE . del analisis del estadistico t. Esto
es un problema y la razén del signo de interrogaciéon en la tabla de abajo. jEl
error sistematico proporcional confunde la interpretacién de los estadisticos t!
También existe un problema con el coeficiente de correlaciéon porque responde
solo al error aleatorio, no a errores sistematicos, que son los errores de interés
en el experimento de comparaciéon de métodos. jPuede tener un coeficiente de
correlacion ideal incluso si un método es inexacto!

Sensibilidad de la Estadistica EA ESC ESP

Regresion

Pendiente, b No No Si

Y-Intercepto, a No Si No

DE alrededor de la linea, S, ), Si No No
Prueba - T

Sesgo No Si Si?

Sdif Si No Si?
Coeficiente de Correlacion

r Si? No? No?

Estimacion del error aleatorio.

De la tabla de sensibilidad, es aparente que hay tres estadisticas que
responden al error aleatorio. Mientras que éste error fue introducido en el mé-
todo de examen por simulaciéon de datos, las estadisticas a menudo reflejan el
error aleatorio de ambos métodos y a veces hasta incluyen dispersion adicional
causada por diferencias en la especificidad entre los dos métodos que estan
siendo comparados. Por lo tanto, el estimado de la precision del experimento de
replicacion es importante todavia para caracterizar el desempeno de un método
individual.

Note que la S, también esta influenciado por el error sisteméatico propor-
cional, lo que significa que ésta estadistica no provee un estimado especifico de
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€«

error aleatorio. Las otras dos estadisticas — Sy/X v “r’— son sensibles sé6lo al error
aleatorio, pero difieren en sus unidades y valores numeéricos. Es mas util estimar
el error aleatorio como desvio estandar, en unidades de concentracién como nos
ofrece el Sy/x’ que en los nimeros adimensionales provistos por el coeficiente de
correlacion. Un valor de 5 mg/dL para S puede ser facilmente interpretado en
términos de diferencias esperadas, por ejemplo, 95% de las diferencias estaran
dentro de 2 veces el valor de Sy/x' Un valor de 0,996 para “r” no provee un esti-
mado del tamano de los errores aleatorios en una forma significativa como un

término de desvio estandar.

€

Una limitacién mayor de “r” es que depende del rango analitico cubierto
por los datos. Por ejemplo, en los dos graficos mostrados aqui, el error aleatorio
es el mismo, +10 mg/dL, aunque los valores para r son muy diferentes, 0,986
vs 0,764. El grafico a la izquierda muestra el amplio rango de datos que se es-
perarian de una poblacién de un hospital, mientras que el grafico a la derecha
muestra el rango estrecho esperado de una poblacion saludable.
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METODO DE REFERENCIA METODO DE REFERENCIA

Rango 0 a 300 mg/dL Rango 70 a 110 mg/dL
Error Aleatorio 10 mg/dL Error Aleatorio 10 mg/dL
Coeficiente de Correlacién 0.986 Coeficiente de Correlacion 0.764

El coeficiente de correlacion es de hecho sensible al error aleatorio entre
métodos (la dispersion en la direccion “y”) relativo al rango de datos analiticos
en la direccion “x”. Un alto coeficiente de correlaciéon significa que la dispersion

[{

en “y” es pequena comparada con la distribucion en “x”. Aunque que éste com-
portamiento hace que coeficiente de correlacion tenga poco valor para estimar
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errores analiticos, si de los valores obtenidos para la pendiente y el intercepto-
Y durante la comparacion de métodos, una medida sobre confiabilidad de los
valores obtenidos para la pendiente y el intercepto-Y durante la comparacién
de métodos, esto es, un valor alto de “r” significa que los datos cubren un amplio
rango relativo a la dispersioén entre métodos, haciendo que la linea que pasa a

través de los datos esté bien definida.

Estimacion del error sistematico constante.

La interseccion en “y” de la regresion y el sesgo del estadistico “t” son las
mejores estadisticas para estimar el error sistematico constante. Ambos dan
estimados en unidades de concentracion y proveen valores similares cuando esta
ausente el error sistematico proporcional. Considerando que el error sistematico
proporcional afecta al sesgo del analisis del estadistico “t”, este estadistico no
ofrece un estimado especifico del error sistematico constante. En sulugar provee
un estimado general del error sistematico que es confiable s6lo en la media de
los datos. Recuerde que el sesgo es calculado como la diferencia entre la media
de los resultados del método de examen menos la media de los resultados del
método de comparaciéon, que es lo mismo que el promedio de las diferencias de
todos los especimenes individuales.

Estimacion del error sistematico proporcional.

La pendiente de la regresion, asi como el sesgo y la S, del estadistico “t” son
todos sensibles al error sistematico proporcional. El hecho de que tanto el sesgo
como la S, responden demuestra que éstos estadisticos no pueden proveer
un estimado especifico de error sistematico proporcional. Ambos pueden ser
desorientadores debido a que también responden a otros tipos de error, esto
es, el sesgo responde también al error sedantico constante y la S . responde
también a errores aleatorios. Seria mejor evitar usar estadisticos “t” cuando
esta presente el error sistematico proporcional.

La regresion provee el mejor estimado del error sistematico proporcional. La
diferencia entre la pendiente y su valorideal de 1,00, expresado como porcentaje,
describe el error sistematico proporcional en la forma mas util. Por ejemplo, una
pendiente observada de 0,95 indica un error sistematico proporcional del 5,0%.
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Dandole Sentido a las Estadisticas
Coeficiente de correlacion.

El coeficiente de correlacion provee informacioén solo sobre el error aleato-
rio, incluso si el objetivo de un estudio de comparacion de métodos es estimar
el error sistematico. Por lo tanto, el coeficiente de correlacion es de poco
valor para estimar errores analiticos en un experimento de compara-
cion de métodos. Sin embargo, dado que “r” es sensible al rango de datos
recolectados, “r” es util para medir la confiabilidad de las estadisticas
de regresion. [(No es maravilloso? Una limitacién puede ser convertida en una
herramienta tutil una vez que el comportamiento esta bien entendido].

Estadisticos “t”.

Las estimaciones de los errores podrian ser confundidas por la presencia
de error sistematico proporcional. Hay dos casos donde las estimaciones de
error sistematico seran confiables: (1) si el error sistematico proporcional esta
ausente, entonces el error sistematico es constante a lo largo de todo el rango
de concentracion; (2) si la media de los resultados de los pacientes es cercana
al nivel de decisiéon médica de interés, entonces el estimado general del error
sistematico constante y proporcional es confiable en la media de los datos, pero
ese estimado de error sistematico no deberia ser extrapolado a concentraciones
de otros niveles de decisiéon médica.

+ La inspecciéon de un grafico con valores del método de ensayo en el eje
M __» (1)

y”, y valores del método de comparaciéon en el eje de las “x” usualmente
revelara la presencia de error sistematico proporcional.

+  S1NOestapresente el error sistematico proporcional, entonces el estimado
del error constante podria aplicar a todo el rango de datos estudiado, pero
aun asi seria mejor restringir la interpretacion de los niveles de decision
médica cerca de la media de los datos.

* Si esta presente el error sistematico proporcional, seria mejor usar
estadisticas de regresion para estimar el error sistematico a niveles de
decision de interés.

Estadisticas de regresion.

Es ideal tener tres parametros estadisticos que puedan estimar cada uno
un tipo diferente de error. El error sistematico proporcional puede ser estimado
a partir de la pendiente, el error sistematico constante a partir de la intersec-
cion-Y, y el error aleatorio (entre métodos) a partir de la desviaciéon estandar
alrededor de la linea de regresion. El error sistematico puede ser estimado a
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cualquier concentracion usando la ecuacién de regresion, esto es, Y = a + bX,
donde X es la concentracion que esta préxima o representa un nivel de decisién
médica y Y, es el mejor estimado de la concentracién por el método de examen.
La diferencia entre Y_y X es el error sisteméatico a esa concentracion critica,
estoes, Y —Y =ES.

Las estimaciones de los errores a partir de las estadisticas de regresion no
seran confiables a menos que los datos satisfagan ciertas condiciones y asunciones.

*  Seasumelalinealidad, porlo que debeinspeccionar un graficoderesultados
de comparacion para asegurarse de que hay una relacion lineal entre los
dos métodos. Por ejemplo, en el grafico de abajo se muestra el efecto de
la no-linealidad en la linea de regresion. Aunque es obvio que hay algo
de no-linealidad en el extremo superior, los calculos para la regresion
lineal determinaran la mejor linea recta a través de todos los datos. En
éste caso, los puntos en el extremo superior llevaran la linea hacia abajo,
haciendo que la pendiente baje y aumentando el valor del intercepto-Y.
Las estimaciones de error sistematico proporcional y error sistematico
constante seran corrompidas por cualquier falta delinealidad enlos datos.

300

- Mo Linealidad

METODO EVALUADO
1 '!:';D 200 250

100
T

| | | | |
S S0 100 150 200 250 300

METODO DE REFERENCIA
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+ jLosvalores atipicos pueden causar un problema similar! Uno o dos puntos
al final de la linea pueden ejercer una influencia indebida arrastrando la
linea hacia ellos y afectando tanto la pendiente como la interseccion-Y. El
remedio es nuevamente inspeccionar el grafico delos datos para asegurarse
de que no hay valores atipicos.

*  Un rango estrecho de datos también es un problema porque una linea no
puede ser bien definida por una nube de puntos de datos. Mientras que
ésta situacion puede ser reconocida en ocasiones a partir de la observacion
de un grafico de datos, la mejor alerta esta dada por el coeficiente de
correlacion. Un valor bajo de ”r”, menor de 0.99 segtin algunas referencias
o menor de 0.975 segun otras [2], indica que las estimaciones de la
pendiente y la interseccion podrian ser afectadas por la dispersién de los
datos. Un remedio es utilizar técnicas de regresion mas sofisticadas, tales
como regresion de Deming o regresion de Passing-Bablock. Un remedio
mas simple es utilizar una estimacion del sesgo obtenida a partir del
estadisticos “t” e interpretar los datos en la media de los resultados de
los pacientes (asumiendo que la media es cercana al nivel de decision
médica de interés).

Significatividad estadistica vs clinica.

No hemos incluido el valor “t” en la discusion hasta ahora porque jno provee
un estimado de los errores! Este estadistico es un “examen de significatividad”
que es principalmente util para decidir si se han juntado suficientes datos para
demostrar que existe una diferencia. Si el valor “t” calculado es mayor que el
valor “t” critico (que es 2,02 para el ejemplo de conjuntos de datos con 41 puntos),
se dice que el sesgo observado es estadisticamente significativo, que en términos
practicos significa “real”. Si el valor “t” calculado es menor que el valor critico
de “t”, entonces los datos no son suficientes para demostrar que existe un “sesgo
estadisticamente significativo” entre los valores obtenidos a partir del método
en evaluaciéon y el método de comparacion.

Desde mi perspectiva, ésta informacion sobre la significatividad estadistica
es de importancia secundaria. El evaluacion sobre la aceptabilidad del método
debe hacerse sobre la significatividad clinica, no sobre la significatividad es-
tadistica. Un error puede ser estadisticamente significativo, esto es, real, aunque
tan pequeno que no sea clinicamente importante. Por otro lado, un error puede
ser grande y clinicamente importante, aunque los datos no sean suficientes para
demostrar que es estadisticamente significativo.

* Recuerde que el valor “t” se calcula como t = sesgo * (N'?/S ), lo que
muestra que es una proporciéon del error sistematico (sesgo) dividido
por el error aleatorio (S,,) multiplicado por la raiz cuadrada del nimero
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de muestras apareadas (N'?). Esto es andalogo a la ecuacion para el pH
sanguineo, donde el pH es una funcion de la proporcién del bicarbonato
sobre la constante de disociacion de los tiempos de la PCO,. Un valor de
pH por si mismo es dificil de interpretar sin tener informacion acerca de
los valores de bicarbonato y PCO,. Del mismo modo, un valor “t” tiene
poco sentido a menos que se tenga informacién acerca de los errores
sistematicos y aleatorios (estadisticos representativos: Sesgo y S,).
Desafortunadamente encontrara a menudo el valor “t” reportado sin
ninguna informacién dada sobre el sesgoola S .

Valores altos de “t” podrian resultar de un sesgo grande, siendo la S,
pequena o N grande. Un valor alto de “t” indica que existe un sesgo real,
sin embargo, ese sesgo puede ser pequeno y estadisticamente significativo
s1 S, es pequeno y/o N es grande.

Valores bajos de “t” podrian resultar de un sesgo pequeiio, siendo S,
grande o N pequeno. Un valor bajo de “t” indica que los datos no son
suficientes para demostrar que existe una diferencia real, concluyendo
asi que no existe diferencia. Sin embargo, un sesgo grande podria no ser
estadisticamente significativo sila S, es grande y/o N es pequeiio.

La aceptabilidad del desempenio del método depende de si los errores afec-

taran o no la utilidad clinica de los resultados de examen. La significatividad
clinica depende de definir los limites de error permitidos, para luego comparar
los errores observados con esos limites. Si los errores observados son meno-
res que los errores permitidos, el desempeno del método es aceptable. Si los
errores observados son mayores que los permitidos, el desemperfio del método
no es aceptable.

¢,Cual es el punto?

iNecesita tener una estrategia sobre como usar la estadistica con datos del
experimento de comparaciéon de métodos si espera obtener buenos estimados
de los errores analiticos de interés! Aqui estan las partes importantes de la
estrategia del analisis de datos:

Grafique los datos de comparacién en el momento de la recoleccion para
1dentificar cualquier valor atipico mientras que las muestras de los
pacientes aun estan disponibles para investigaciones futuras. Puede
usar tanto un grafico de diferencias (diferencia entre los resultados del
método evaluado y los resultados del método de comparacién en el eje de
las ordenadas “y” contra los resultados del método de comparacién en el
eje de las abscisas “x”) o el grafico de comparacion (resultados del método
evaluado como “Y”, resultados del método comparacién como “X”).
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* Analice los datos de comparacion utilizando estadisticas de regresion.
Coteje el coeficiente de correlacion (idealmente deberia ser 0,99 o mayor)
para asegurarse de que los calculos de regresiéon lineal simple proveen
estimados confiables de la pendiente y la interseccion. Inspeccione la
grafica de comparacion para identificar la presencia de valores atipicos
o problemas de no linealidad. Estime el error sistematico a niveles de
decisién médicaimportantes (X ) calculandolos valores Y correspondientes,
luego tomando las diferencias (Y -X) como la estimacion de los errores
sistematicos a cada nivel de decision médica de interés.

+ Si las estadisticas de regresién no son confiables, considere recolectar
mas resultados de comparaciéon para extender el rango analitico, luego
reevalue el coeficiente de correlacion.

* 0O, analice los datos de comparacién con estadisticos “t”. Restrinja la
Iinterpretacion de resultados a un nivel de decisién médica cercano a la
media de los datos.

+ 0, use calculos de regresién mas sofisticados, tales como la regresion de
Demingolaregresion de Passing-Bablock, siestan disponibles programas
estadisticos especializados.

Recuerde, los examenes estadisticos pueden proveer estimados de errores
sobre los que se pueden hacer una evaluacion,, pero no son un sustituto de la
evaluacion.. La significatividad clinica se determina comparando los estimados
estadisticos de los errores al error total permitido definido oportunamente. Una
herramienta util para hacer realizar esta evaluacion es la Carta de Decision de
Método que se describiran en detalle en el capitulo 16.
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13: ¢ CoOmo examinar fuentes especificas de
inexactitud?

Este capitulo describe experimentos para interferencia y recuperacion, que
siempre son necesarios si no hay un método comparativo disponible y proveen a
menudo informacién util junto con los datos obtenidos a partir del experimento
de comparacién de métodos. Estos experimentos le permiten examinar fuentes
especificas que podrian causar inexactitud en el nuevo método. Debido a que
estos experimentos no son requeridos para métodos no modificados, podria
considerar éste capitulo de lectura opcional

Objetivos:
* Aprender procedimientos practicos para validar interferencia y
recuperacion.

+ Identificarlosfactoresimportantes pararealizar estudios deinterferencia
y recuperacion.

* Distinguir entre procedimientos experimentales de interferencia y
recuperacion.

* Distinguir entre los calculos estadisticos apropiados para datos de
experimentos de interferencia y recuperacion.

* Describir error sistematico constante apropiadamente.

* Describir error sistematico proporcional apropiadamente.

Materiales del capitulo:

* VM - Los experimentos de interferencia y recuperacion,
por James O. Westgard, PhD

* Problema: Datos de validacion de un método de colesterol

Cosas qué hacer:

+  Estudiar los materiales.

* Trabajar en el problema de colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

« (Cual es la diferencia entre un experimento de recuperacion y uno de
interferencia?

*  /Qué interferencias comunes se estudian usualmente?

+ (Cual es la manera adecuada de calcular la recuperacion?
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Validacién de Métodos:
Los Experimentos de Interferenciay
Recuperacién

James O. Westgard, PhD

Los estudios de validaciéon de métodos para examenes no modificados de
complejidad moderada o alta tienden a enfocarse en los experimentos de
linealidad o rango reportable, de replicacién y de comparaciéon de métodos, los
cuales han sido descritos en capitulos anteriores. Sin embargo, nuestro plan
experimental recomienda que también se realicen experimentos de interferencia
y recuperacion para estimar los efectos de materiales especificos en la exactitud o
el error sistematico de un método. Estos dos experimentos pueden ser realizados
rapidamente para medir fuentes especificas de error. Como tal, complementan
las estimaciones del error del experimento de comparaciéon de métodos. Sin
embargo, podria saltarse estos materiales, o parte de estos materiales, hasta
que aquellos experimentos se vuelvan de interés para sus aplicaciones.

Experimento de Interferencia
Propésito

El experimento de interferencia se realizar para estimar el error sistematico
causado por otros materiales que pudieran estar presentes en el espécimen
a analizar. Describimos estos errores como errores sistematicos constantes
debido a que una concentracién determinada del material interferente causara
generalmente una cantidad constante de error, sin importar la concentracion del
analito a medir en el espécimen que se esta examinando. No obstante, se espera
que conforme cambie la concentracién del material interferente, el tamano del
error constante cambie.

Factores a considerar

Elprocedimiento experimental estd ilustrado en la figura abajo. Un par alicuotas
de la muestras de examen se preparan para su analisis por el método que se
esta estudiando. La primera alicuota se prepara anadiendo una solucién del
material que se sospecha es interferente (llamado “interferente”, ilustrado por
“I” en la figura) a una muestra de un paciente que contenga el analito a medir
(ilustrado por “A” en la figura) Una segunda alicuota se prepara diluyendo la
alicuota de la muestra original con solvente puro o una solucién diluyente que
no contenga la interferencia sospechada. Ambas alicuotas se analizan por el
método de interés para ver si hay alguna diferencia en los valores debido a la
adiciéon de la interferencia sospechada.
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Solucién del analito. El Experimento de Interferencias

Se pueden utilizar soluciones
estandar, especimenes Agregar

de pacientes o pools de Interferente
pacientes. Recomendamos un
procedimiento general usando

Agregar
Agua
G‘IH

“Hzo”

especimenes de pacientes dado Prepare un par

que estan convenientemente jjicuotas de las @) @)
disponibles en un laboratorio  misma muestra

clinico y contienen muchas de IT11 H,O

las sustancias encontradas en

un espécimen real. Mida A en ambas AAAA AAAA

alicuotas de la AAA AAA

Replicados. muestra v \/
Es una buena practica hacer 7A TA

mediciones por duplicado en
todaslas muestrasdebidoa que
elerror sistematico serevela por
las diferencias entre muestras
apareadas. Pequenas diferencias podrian estar solapadas por el error aleatorio
causado por la imprecisiéon del método. Hacer replicados de las mediciones de
los pares de muestras de varios especimenes permite que el error sistematico
sea estimado a partir de las diferencias entre los valores promedio, que estaran
menos afectados por el error aleatorio del método.

Calcular la 7A - TA =0 Sesgo
diferencia

Solucion interferente.

Para materiales solubles, es conveniente usar soluciones estandar que sean
capaces de introducir la interferencia a concentraciones conocidas. Para algunas
interferencias comunes, tales como la lipemia y la hemolisis, se utilizan a menudo
muestras o pools de pacientes.

Adicion del volumen del interferente.

El volumen anadido del interferente deberia ser pequefo respecto al volumen
de la muestra original para minimizar la dilucion del espécimen del paciente.
Sin embargo, la magnitud de la dilucion no es tan importante como mantener
exactamente las mismas diluciones (volimenes finales) para el par de las
muestras a examinar.
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Realizacion del pipeteo.

La precision es mas importante que la exactitud debido a que es esencial
mantener exactamente la misma cantidad de volumen (volumen final) en el
par de muestras a examinar.

Concentracion del material del interferente.

La cantidad de interferente anadida deberia alcanzar un nivel marcadamente
elevado, de preferencia cercano de la concentraciéon maxima esperada en la
poblacién de pacientes. Por ejemplo, al analizar como afecta el acido ascorbico
un método de glucosa, podria ser usada una concentracién cercana a 15 mg/dL
debido a que representa la concentraciéon maxima esperada [1]. Si se observa
un efecto al nivel maximo, entonces también podria ser de interés examinar
concentraciones mas bajas y determinar el nivel en el cual la interferencia
invalida por primera vez la utilidad de los resultados analiticos.

Interferencias a medir.

Las sustancias a ser medidas son seleccionadas a partir de las especificaciones
de desempeno publicadas por los fabricantes en sus insertos y/o documentos
similares, informacion publicada en literatura, los articulos de revisiéon de
materiales interferentes y datos de tabulados o bases de datos, talescomolatabla
extensiva compilada por Young y cols., que también contiene una bibliografia
comprensiva.

También es una buena practica examinar interferencias comunes tales
como la bilirrubina, la hemoélisis, la lipemia y los aditivos (conservantes) y an-
ticoagulantes utilizados en la recoleccién del espécimen.

+ La bilirrubina puede ser medida por adicién de una solucion estandar de
bilirrubina.

+  Lahemolisis se mide a menudo removiendo una alicuota de una muestra,
luego hemolizandola mecanicamente, o congelando, y descongelando el
espécimen antes de remover una segunda alicuota.

*  Lalipemia se puede medir afiadiendo una emulsién de grasa comercial o
analizando los especimenes de pacientes con lipemia antes y después de

un proceso de ultra centrifugacion [3, ver procedimiento recomendado
por el CLSI].

*  Los aditivos para los tubos de recolecciéon de especimenes pueden ser
estudiados convenientemente tomando una muestra de sangre total,
luego dispensandola en alicuotas en una serie de tubos que contengan
diferentes aditivos.
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Método comparativo.

Recomendamos que las muestras de interferencia también sean analizadas por
el método comparativo, particularmente cuando el método comparativo es un
método de que se trabaja de rutina. Si ambos métodos sufren efectos provocados
por la misma interferencia, ésta interferencia no puede ser motivo suficiente
pararechazar el método. El método de examen podria tener otras caracteristicas
que mejorarian aun el desempeno general del examen. Sila razén para cambiar
los métodos es librarse de una interferencia, luego, por supuesto, los datos de
interferencia deberian ser usados para rechazar el nuevo método.

Calculos de los datos

El analisis de datos es equivalente a los calculos del “estadistico t para datos
apareados” en un estudio de comparacién de métodos y puede ser llevado a
cabo con el mismo programa estadistico. Sin embargo, el nimero de muestras
apareadas sera mucho menor que los 40 especimenes requeridos tipicamente
en el estudio de comparaciéon de métodos. Note también que las estadisticas
de regresion no son apropiadas aqui dado que los datos probablemente no
demostraran un rango analitico amplio. Aqui hay un procedimiento paso a paso
para calcular los datos:

1. Tabule los resultados para las muestras apareadas.

. Muestra A: “I” anadida = 110, 112 mg/dL; dilucién = 98, 102 mg/dL;
. Muestra B: “I” anadida = 106, 108 mg/dL; dilucién =93, 95 mg/dL;
. Muestra C: “I” anadida = 94, 98 mg/dL; dilucién = 80, 84 mg/dL.

2. Calcular el promedio de los replicados.

. Muestra A: “I” anadida = 111 mg/dL; dilucién = 100 mg/dL;
. Muestra B: “I” anadida = 107 mg/dL; dilucién = 94 mg/dL;

. Muestra C: “I” anadida = 96 mg/dL; diluciéon = 82 mg/dL.
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3. Calcule las diferencias entre los resultados de las muestras pareadas.

. Muestra A diferencia = 11 mg/dL;
. Muestra B diferencia = 13 mg/dL;
. Muestra C diferencia = 14 mg/dL.

4. Calcule la diferencia promedio de todos los especimenes examinados a una
concentracion o nivel de interferencia dados.

. Interferencia promedio = 12.7 mg/dL.

Criterios para un desempeno aceptable

La evaluaciéon de la aceptabilidad se hace comparando el error sistematico
observado con la cantidad de error permitido para el examen. Por ejemplo, se
supone que un examen de glucosa es correcto dentro de un margen de error del
10% de acuerdo a los criterios de CLIA para desempeno aceptable. En el extremo
superior del rango de referencia (110 mg/dL), el error permitido seria 11.0 mg/
dL. Dado que la interferencia observada de 12.7 mg/dL es mayor que el error
permitido, el desempeno de éste método no es aceptable.

Experimento de Recuperacion

Los estudios de recuperacion son técnicas clasicas para validar el desempeno
de cualquier método analitico. Sin embargo, su uso en laboratorios clinicos ha
sido cargado de problemas debidos a desempenos inapropiados del experimento,
calculos inadecuados de los datos e interpretacién inadecuada de los resultados.
Los estudios de recuperacion, por la tanto, son utilizados selectivamente y no
tienen alta prioridad cuando esta disponible otro método analitico para efectuar
un experimento de comparacién. Sin embargo, podrian ser todavia utiles para
ayudar a entender la naturaleza de cualquier sesgo revelado en el experimento
de comparacion de métodos. En ausencia de un método de comparacién confiable,
los estudios de recuperacién deberian tomar mas importancia.

Proposito

El experimento de recuperacion se lleva a cabo para estimar el error sistematico
proporcional. Este es el tipo de error cuya magnitud se incrementa conforme
aumenta la concentracién del analito. El error es causado a menudo por una
sustancia en la matriz de la muestra que reacciona de manera similar al analito
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a medir y por tanto compite
con el reactivo analitico. El
experimento también podria
ser de ayuda para investigar

El Experimento de Recuperacion
r

. . ., Agregar
solucionesdecalibracion cuyos Agregar fgui
. . [13 ”
valores asignados son usados analito “A “H20”

para establecer los puntos de ~ Preparar un par de
ajuste delinstrumento (ajuste ~ 2licuotas a partir

de calibracién). de una muestra
Calcular la O O
cantidad de analito
Facto re_z a “A” agregado AAA H, O
considaerar
Medir el analito AAAA AAAA

El procedimiento  “A”enambas AAA AAA
experimental se resume en  muestras

la figura a la derecha. Note

10A TA
que las muestras apareadas  Calcular el % de
estan preparadas en forma TecuPeraCi(m del 10A - 7A = 100%
similar al experimento de  2nalito“A 3A

interferencia. La diferencia  28regado

1mportante es que la solucion

anadida contiene el analito “A” a medir (mostrado como A) en lugar del material
interferente (mostrado como “I” en la figura anterior). La solucién anadida es
a menudo un estandar o solucion de calibracion del analito a medir. Ambas
alicuotas son analizadas entonces por el método de interés.

Volumen anadido del estandar.

Esimportante mantener pequeno el volumen del estandar en relacion al volumen
del espécimen original del paciente para minimizar la dilucién de la matriz del
espécimen original. De otro modo, el error podria cambiar conforme se diluya
la matriz. Recomendamos que la dilucién del espécimen original no sea mayor
a 10%. Para un procedimiento practico, anada 0.1 ml de solucién estandar a 0.9
ml o 1.0 ml del espécimen del paciente.

Exactitud del pipeteo.

Esta es critica debido a que la concentracion del analito anadido sera calculada
a partir del volumen del estandar y del volumen espécimen original del paciente.
El trabajo experimental debe llevarse a cabo cuidadosamente. Se deberian
emplear pipetas de alta calidad. Debe prestarse también particular atencién a
su limpieza, llenado y tiempo de descarga.

pagina 164



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

Concentracion del analito anadido.

Una guia practica es anadir una cantidad suficiente del analito a medir como
para alcanzar el siguiente nivel de decision médica del examen. Por ejemplo, para
especimenes de glucosa con valores de referencia normales en el rango de 70 a
110 mg/dL, una adicién de 50 mg/dL elevaria las concentraciones a un rango de
120 a 160 mg/dL, que estan en el rango mas alto donde la interpretacion médica
de los examenes de glucosa sera critica. También es importante considerar la
variabilidad (precisiéon) del método. Un nivel pequeno de adicién estara mas
afectado por la imprecision del método que un nivel grande.

Concentracion de la solucion estandar.

Dadalaimportancia de anadir un pequeno volumen para minimizar el efecto dela
dilucidn, sera deseable usar soluciones estandar con concentradas. Para nuestro
ejemplo de glucosa, una solucién estandar con 500 mg/dL seria necesaria para
hacer una adicién de 50 mg/dL, asumiendo que se anaden 0.1 ml del estandar
a 0.9 ml de un espécimen de un paciente. Una solucion estandar de 1000 mg/
dL seria necesaria para hacer una adiciéon de 100 mg/dL. La concentracion de la
solucion estandar puede ser calculada una vez que los volumenes de la adicién
del estandar y del espécimen del paciente han sido decididos. Si se adopta un
procedimiento general de 0.1 ml de estandar y 0.9 ml de espécimen, entonces la
concentracion de la solucion estandar necesitara ser 10 veces el nivel deseado
de adicion.

Numero de replicados de medicion por espécimen.

Se deberia efectuar mediciones por replicados sobre todas las muestras porque
el error aleatorio propio de las mediciones con frecuencia dificulta evidenciar
la presencia de errores sistematicos pequenos. Como regla general, lleve a cabo
mediciones por duplicado. Si la adicién del estandar es baja en relaciéon a la
concentracion de los especimenes originales, seria aconsejable realizar mediciones
por triplicado o cuadruplicado.

Numero de especimenes de pacientes examinados.

Esto depende de la reacciéon competitiva que podria causar un error sistematico.
Por ejemplo, si el objetivo es determinar si proteinas séricas afectan la reaccion
analitica, entonces s6lo se requieren investigar unos pocos especimenes de
pacientes dado que todos contienen proteinas. Si el objetivo es determinar si
los metabolitos de algtin farmaco afectan la recuperacion, entonces se deben
examinar varias muestras de pacientes diferentes.
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Verificacion de la técnica experimental.

Es una buena practica analizar las muestras de recuperacion por los métodos
de examen y de comparaciéon. Hay problemas ocasionales causados por la
inestabilidad de las soluciones estandar, errores en la preparacién delas muestras,
Iintercambio de muestras y errores en el calculo de los datos. Si el método de
comparacion muestra la misma recuperacion que el método de examen, los
resultados de éste experimento son de valor limitado al evaluar la aceptabilidad
del método de examen.

Calculo de datos

La recuperacion deberia ser expresada como un porcentaje ya que el objetivo
experimental es estimar error sistematico proporcional, que es un tipo de error
porcentual. La recuperaciéon ideal es del 100%. La diferencia entre 100 y la
recuperacion observada (en porcentaje) es el error sistematico proporcional. Por
ejemplo, una recuperacion del 95% corresponde a un error proporcional del 5%.

Los calculos de recuperacion son dificiles y a menudo se realizan inco-
rrectamente, incluso en estudios publicados en revistas cientificas. Aqui hay
un procedimiento paso a paso para calcular los datos:

1. Calcule la cantidad de analito anadido multiplicando la concentracién de
la solucion estandar por el factor de diluciéon (ml estandar)/(ml estandar + ml
espécimen).

* Por ejemplo, para un método de calcio, si 0.1 ml de un estandar de 20 mg/
dL se anade a 1.0 ml de suero, la cantidad anadida es 20%(0.1/1.1) 6 1.82
mg/dL.

2. Promedie los resultados para los replicados de medicién de cada muestra.

. Muestra A adicion = (11.4/11.6)/2 = 11.5 mg/dL;
. Muestra A dilucion = (9.7 +9.9) /2 = 9.8 mg/dL;
. Muestra B adicién = (11.2 + 11.0)/2 = 11.1 mg/dL;

. Muestra B dilucion = (9.5 + 9.5)/2 = 9.5 mg/dL.

pagina 166



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

3. tome la diferencia entre la muestra con adicién y la muestra con dilucién.

* Muestra A adicién = 11.5, Muestra A dilucion = 9.8, diferencia = 1.7 mg/dL;

*  Muestra B adicion = 11.1, Muestra B dilucién = 9.5, diferencia = 1.6 mg/dL;

4. Calcule la recuperacion para cada espécimen como la “diferencia” [paso 3]
dividida por la cantidad anadida [paso 1] en porcentaje.

. (1.7 mg/dL/1.82 mg/dL)100 = 93.4% de recuperacion,;
. (1.6 mg/dL/1.82 mg/dL)100 = 87.9% de recuperacion,;

[Note la variabilidad de estos estimados, que probablemente se deba a la
imprecision del método; podria ser deseable realizar mas replicados de la
medicién o preparar mas muestras].

5. Promedie las recuperaciones de todos los especimenes examinados.

. (93.4 + 87.9)/2 = 90.6% de recuperacion promedio.

6. Calcule el error proporcional.

. 100 — 90.6 = 9.4% de error proporcional.

Criterios para un desempeno aceptable

El error observado es comparado con la cantidad de error total permitido para el
examen. Para calcio, por ejemplo, el criterio de CLIA para un desempeno aceptable
es de 1 mg/dL. En el medio del rango de referencia, alrededor de 10 mg/dL, el
error total permitido es del 10%. Dado que el error proporcional observado es
de 9.4%, el desempeno de nuestro método cumple de manera ajustada con los
criterios de CLIA para aceptabilidad.

Resumen sobre interferencia y recuperacion

Los experimentos de interferencia y recuperaciéon pueden ser utilizados para
valorar los errores sistematicos de un método. Complementan el experimento
de comparacién de métodos permitiendo estimados iniciales rapidos de errores
especificos — el experimento de interferencia para error sistematico constante y
el experimento de recuperacion para error sistematico proporcional. En ausencia
de un método de comparaciéon, proveen una forma alternativa para estimar
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errores sistematicos.

Las técnicas experimentales son similares, pero el material ana-
dido es diferente. Un material que se sospeche interferente es anadido en el
experimento de interferencia, mientras que el analito a medir se afiade en el
experimento de recuperacion.

El calculo de los datos es diferente. El sesgo entre las muestras apa-
readas deberia ser calculado para los datos de interferencia, de forma similar
al calculo de los estadisticos “t” en el experimento de comparacién de métodos.
La recuperacion promedio porcentual deberia ser calculada del experimento
de recuperacion, siendo cuidadosos al dividir la diferencia entre las muestras
apareadas por la cantidad anadida, no por el total después de la adicion. El
error sistematico proporcional es la diferencia entre 100% y el porcentaje de
recuperacion observado.

Los experimentos de interferencia son generalmente utiles para evaluar
los efectos de condiciones comunes de las muestras, como ictericia, hemolisis,
lipemia y aditivos de los tubos de recoleccion de muestra. Los resultados en la
literatura son generalmente confiables.

Los estudios de recuperacion se llevan a cabo con menor frecuencia y sus
resultados en la literatura son dificiles de interpretar debido a la falta de un
procedimiento estandarizado para el calculo de los datos. Se requiere de mucho
cuidadoy atencion cuando se realizan estudios de recuperacién y también cuando
se interpretan sus resultados.

Cuando se hacen juicios sobre el desempeno de un método, los errores obser-
vados deberian ser comparados con el error permitido definido oportunamente.
La estimacion del sesgo a partir de un experimento de interferencia puede ser
comparada directamente a un requisito de la calidad analitico expresado en
unidades de concentracion. La recuperacion promedio necesita ser convertida a
error proporcional (100 — % de recuperacion) y luego comparada con un requisito
de la calidad analitico expresado en porcentaje.
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Problema — Datos de Validaciéon de un Método de
Colesterol: Recuperacion (usada para estimar el
error sistematico proporcional)

Se utilizaron seis especimenes de pacientes diferentes (#1-6). Se prepararon
dos muestras para examen (base y suplementada con analito). Cada muestra
fue medida 4 veces. Las muestras base fueron preparadas diluyendo 0.9 mL de
cada espécimen de paciente con 0.1 ml de solucién salina. Las muestras con el
analito fueron preparadas mezclando 0.9 mL de cada espécimen de paciente con
0.1 mL de un estandar de colesterol de 500 mg/dL.

Calcule la cantidad de colesterol anadida a las muestras suplemen-
tadas con analito,la cantidad recuperada de cadamuestray el promedio
de recuperacion de los 6 especimenes. Recuerde, la recuperacion se expresa
como %. (Respuestas en la p.306).

Muestra Base
Mues.tras de 0.9 mL muestra + 0.1 mLsalina
pacientes
Resultado 1 | Resultado 2 | Resultado 3 | Resultado 4
1 149 151 153 146
2 180 186 178 187
3 201 204 196 206
4 180 204 184 188
5 160 157 166 159
6 187 182 191 201

Muestra Suplementada
Mues.tras de 0.9 mL muestra + 0.1 mL Estandar de Colesterol
pacientes Resultado 1 | Resultado 2 | Resultado 3 | Resultado 4
1 204 196 208 194
2 224 222 228 240
3 255 243 257 258
4 235 246 233 248
5 206 207 210 208
6 235 242 246 246

Nota: Los resultados en la tabla estdn expresados en mg/dL
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Problema — Datos de Validacion de un Método de
Colesterol: Interferencia (usada para estimar el error
sistematico constante)

Se utilizaron seis especimenes de pacientes diferentes (#1-6). Se prepararon dos
muestras para examen (Base y Suplementada con interferente). Cada muestra
fue medida 4 veces. Las muestras base fueron preparadas diluyendo 0.9 mL
de cada espécimen de paciente con 0.1 ml de soluciéon salina. Las muestras
suplementadas con interferente fueron preparadas mezclando 0.9 mL de cada
espécimen de paciente con 0.1 mL de un estandar de bilirrubina de 100 mg/dL.

Calcule la cantidad de interferencia (sesgo) para cada muestra y
el sesgo promedio para todas las muestras. Recuerde, la interferencia se
expresa en unidades de concentracién (mg/dL). (Respuestas en la p.306).

Muestra Base
Muestras de -
. 0.9 mL muestra + 0.1 mLsalina
pacientes
Resultado 1 Resultado 2 Resultado 3 Resultado 4
1 206 213 223 215
2 220 228 223 210
3 299 287 297 297
4 169 171 167 178
5 250 248 257 252
6 227 221 224 230

Muestra Suplementada
Muestras de p - .
. 0.9 mL muestra + 0.1 mL Estandar de Bilirrubina
pacientes
Resultado 1 Resultado 2 Resultado 3 Resultado 4
1 221 222 230 229
2 233 241 228 237
3 306 304 302 296
4 186 184 181 183
5 242 265 271 262
6 236 229 237 242

Nota: Los resultados en la tabla estdn expresados en mg/dL
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14: ; Cual es el valor mas bajo confiable para un
método?

El experimento de rango reportable es usado para caracterizar qué tan alto
puede ser un valor de examen confiable, esto es, dentro del rango reportable. El
extremo mas bajo esta caracterizado por un valor de cero. Con ciertos examenes,
tales como drogas de abuso, TDMs, y algunos marcadores cardiacos, es necesario
determinar mas exactamente el valor minimo que puede ser medido, esto es,
el limite de deteccion del método. Esto se logra realizando un experimento de
limite de deteccion.

Objetivos:

Aprender un procedimiento practico para determinar el limite de deteccion
de un método.

Distinguir entre los conceptos Limite de Blanco (LB), Limite de Deteccion
(LD), Sensibilidad Funcional (SF) y Limite de Cuantificaciéon (LC).

* Distinguir los procedimientos experimentales para éstas caracteristicas
diferentes.

Materiales del capitulo:

VM - El experimento de limite de deteccion,
por James O. Westgard, PhD

+ Problema: Datos de validacion de un método de colesterol

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

Trabajar con los datos provistos para el problema de Colesterol.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ ¢/Cuando usted necesita realizar un experimento de limite de deteccion?

+ (/Qué estimaciéon del limite de deteccién dara generalmente el valor mas
alto?

+ Por qué el limite de deteccion (D) siempre es mas alto que el limite de
blanco (LLB)?
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Validacion de Métodos:
El Experimento de Limite de Deteccion
James O. Westgard, PhD

Propésito

El experimento de limite de deteccion esta previsto para estimar la menor
concentracion a la que puede ser medido un analito. Este limite inferior de
concentracion es obviamente de interés en examenes forenses de drogas, donde
la presencia o ausencia de una droga puede ser informacion critica del examen.
El desempeno analitico a bajas concentraciones también es importante para
marcadores tumorales, tales como el antigeno prostatico especifico (PSA, por
sus siglas en Inglés), donde el monitoreo de los valores de los pacientes después
del tratamiento podria ser util para valorar un “relapso bioquimico” [1].

Las regulaciones de laboratorios en E.U.A. requieren que el limite de detec-
ci6on (o sensibilidad analitica) sea establecido s6lo para métodos non-waived que
han sido modificados por el laboratorio y sistemas analiticos que no han sido
sujetos a la aprobacion de la FDA, tales como métodos desarrollados en el propio
laboratorio. Las buenas practicas de laboratorio dictan que el limite de deteccién
debe ser verificado, cuando sea relevante, por ejemplo, todos los examenes de
drogas terapéuticas y examenes; TSH e inmunoensayos similares; marcadores
cardiacos tales como las troponinas; PSAy otros marcadores de cancer. El limite
de deteccién no es importante para examenes tales como la glucosa, el colesterol,
enzimas y otros constituyentes donde hay rangos “normales” o de referencia que
son relevantes para la interpretacién de resultados de exdmenes.

iLa terminologia en ésta area es un desastre! Al establecer sus especifica-
ciones de desempeno, los fabricantes a menudo usan una variedad de términos,
tales como sensibilidad, sensibilidad analitica, limite minimo de deteccién, limite
inferior de deteccion, limite de blanco, limite biolégico de deteccidon, limite de
deteccion, sensibilidad funcional y limite de cuantificacion [2-6]. La guia de la
CLSI EP17-Arecomienda estandarizar la terminologia con el uso de los siguien-
tes tres parametros:
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Diferentes Conceptos Asociados al Limite
de Deteccion

A

Respuesta (senal) de la medicion

LB

Muestra Muestra
con con
Analito Analito

* Limite de Blanco (LB): El resultado mas alto de una medicién que
probablemente se observara (con una probabilidad dada) para una muestra
de blanco; estimado tipicamente como un limite de confianza del 95 %,
(distribucion normal, un lado), por el valor medio del blanco mas 1.65
veces la desviacién estandar del blanco.

* Limite de Deteccion (LD): La cantidad de analito mas baja en una
muestra que puede ser detectada con una cierta probabilidad, aunque
tal vez no cuantificada como un valor exacto; estimada como un limite
de confianza del 95 % (distribucién normal, un lado),por el valor medio
del blanco mas 1.65 veces la desviacién estandar de una muestra de
concentracion baja.

* Limite de Cuantificacion (L.C)/Limite inferior de cuantificacion: La
cantidad masbaja de analito que puede ser determinada cuantitativamente
con precisiéon y veracidad aceptables, bajo condiciones experimentales
dadas; la concentraciéon de analito a la cual el 95% del limite del error
total, esto es el sesgo mas dos veces la desviacion estandar, cumple con
la meta requerida o dada para el error permitido.

Note que el LB reemplaza el término anterior Limite Inferior de Detec-
cion (LID) y es estimado de la manera similar. La principal diferencia es que el
multiplo por el cual la desviacion estandar es multiplicada es 1.65, en lugar de
2 60 3 que se usa comunmente con LID.
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Del mismo modo, el LD reemplaza el Limite Biolégico de Deteccién (LBD),
siendo nuevamente la principal diferencia el multiplo empleado para multi-
plicar el valor del desvio estandar que es de 1.65, en lugar del de 2 6 3 usado
comunmente con LBD.

El LC es de cierto modo similar al concepto anterior de Sensibilidad Funcional:

Sensibilidad Funcional (SF): La concentracion del analito a la que el CV del
método es 20% [2].

Ambos representan las concentraciones de analito a las que se alcanza
cierto nivel de desempeno analitico. Para Sensibilidad Funcional, ese nivel es
la concentraciéon a la que se alcanza un CV del 20%. Para el LC, ese nivel es la
concentracion del analito a la que la suma del sesgo del método mas dos veces
la desviacién estandar del método satisface una meta de error permitido. Es
mas complicado estimar el LC porque es mas dificil estimar el sesgo del método.
También esimprobable que muchos fabricantes establezcan sus especificaciones
para LC, porque no les es requiero por la FDA volcar esas especificaciones en
el etiquetado (inserto) juntos con las demas especificaciones de desempeno que
definen la calidad que deberia ser alcanzado por un examen.

Factores a considerar

Lafigura de abajo provee una descripcién general del procedimiento experimental.
Se analizan generalmente dos tipos diferentes de muestras. Una muestra es
un “blanco” con una concentracion cero del analito de interés. La segunda es
una muestra “suplementada” que tiene una concentracion baja del analito de
interés. En algunas situaciones, particularmente la estimacion de la SF o del
LC, muchas muestras de diferentes concentraciones podrian ser necesarias a
concentraciones progresivamente mayores del analito. Tanto el blanco como
las muestras con diferentes concentraciones del analito de interés se miden
repetidamente en un tipo de experimento de replicacion, luego se calculan las
medias y los desvios estandar de los valores observados, y la estimaciéon del
limite de deteccion realiza a partir de esos resultados.
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Experimento para el Limite de
Deteccion
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Solucion blanco. Una alicuota de la soluciéon blanco se usa generalmente
para el “blanco” y otra alicuota se usa para preparar una muestra
suplementada. Idealmente, la solucion “blanco” deberia tener la misma
matriz que las muestras de pacientes regulares. Sin embargo, también es
comun usar el “estandar cero” de una serie de calibradores como el blanco
y el estandar mas bajo como la muestra “suplementada”.

Muestra Suplementada. Al verificar la especificacion establecida por el
fabricante para el limite de deteccion de un método, la cantidad de analito
anadida a la solucién “blanco” deberia representar o estar préoximo a la
declarada por el fabricante en sus especificaciones. Para establecer el limite
de deteccion, podria ser necesario preparar varias muestras suplementadas
cuyas concentraciones estén en el rango analitico del limite de deteccion
esperado. Para algunos exadmenes, podria ser de interés usar muestras de
pacientes que estén libres de enfermedad bajo tratamiento (por ejemplo,
sueros de EPA de pacientes tratados para cancer de prostata) [4].

Numero de replicados de las mediciones. No hay una guia contundente
y rapida, pero se recomiendan a menudo 20 replicados de mediciones en
la literatura. Este ndmero es razonable dado que el experimento de limite
de deteccion es un caso especial del experimento de replicaciéon, donde 20
mediciones se aceptan generalmente como el minimo. Los lineamientos de
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la guia de la CLSI también sugieren que el laboratorio haga 20 replicados
para verificar una especificacion de un fabricante, pero recomienda que
los fabricantes trabajen con un minimo de 60 replicados para establecer
una especificacion

El periodo de tiempo del estudio. Un estudio en condiciones de
repetibilidad (intra corrida) o a corto plazo se lleva a cabo usualmente
cuando el enfoque principal es el desempeno del método en una solucién
blanco. Un periodo de tiempo mas largo, que represente un desempeno en
condiciones de precision intermedia (entre dias), se recomienda cuando el
enfoque principal estd en la muestra suplementada [2]. Los lineamientos
de la guia de la CLSI [7] recomiendan que el LD sea estimado a partir de
los datos obtenidos en un periodo de “varios dias” y el LC de datos de al
menos 5 corridas, asumido como un periodo mayor a 5 dias. Por lo tanto
se deben hacer mediciones multiples a diario durante cinco dias.

Cantidad a ser estimada. Para los laboratorios, sera generalmente mas
practico verificar o establecer el LB o, preferentemente, el LD. En casos
en los que el laboratorio quiera verificar especificaciones para SF o LC,
sera mejor seguir el protocolo experimental descrito en el reporte del
fabricante o en un estudio cientifico.

Ejemplo de estimaciones

Para ilustrar los diferentes conceptos de limites de deteccion (incluyendo la SF),
considere un caso donde 20 replicados provean una S de 1.0 pg/L para un blanco
y también para bajas concentraciones de muestras hasta 10 pg/L. Asuma
que éste es un examen de farmacos, donde el criterio de CLIA para desempeno
aceptable es 25%.

LB sera igual a 1.65*1.0 pg/Li 6 1.65 pg/L
LD sera igual a LB mas 1.65%1.0 ug/L, 6 sea 3.30 ug/L.

La SF sera igual a la concentraciéon donde el CV es 20%, el cual puede ser
calculado de la ecuacién para un CV, por ejemplo, CV =20% = S*100/SF igual
a 1.0 ug/L*(100%/20%) 6 5.0 ng/L.

Para el LC, asuma que el sesgo es 0.0, asi el TEa = 25% = 2*CV y un CV
de 12.5% (25%/2) sera observado a una concentracién de S*(100%/12.5%) 6
1.0*8 6 8.0 pg/L.
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En la practica, es necesario obtener estimados experimentales de la S para
varias concentraciones de la muestra, por ej., 0.0 ug/L, 3.0 ug/L, 6.0 ug/Ly 9.0
ug/L. Es improbable que la S sea exactamente la misma, asi que el LB sera es-
timado a partir del A de la muestra de concentracion 0.0 ug/L, el LD usando la
S de la muestra de concentracion 3.0 pg/L, la SF de la muestra de 6.0 pug/L y el
LC de la muestra de 9.0 pg/L. Un acercamiento para estimar la SF y el L.C es
crear un “perfil de precision”, esto es, graficar el CV en funcién de las concen-
traciones de las distintas muestras o diluciones, dibujar una curva a lo largo
de los puntos, luego interpolar en esa curva para identificar la concentracion
que corresponda a un CV de 20% (SF) y luego la concentracion donde el CV es
12.5% (LC).

Verificaciéon del reporte del LC y el LD

Loslineamientos dela guia dela CLSIrecomiendan que loslaboratorios verifiquen
las especificaciones provistas por los fabricantes haciendo 20 mediciones. Para
el LB, la especificacion se verifica si 3 o menos del los 20 resultados del blanco
excedieron el LLB declarado por el fabricante. Para el LD, la especificacion
provista por el fabricante se verifica si no mas de 1 de los 20 replicados de la
muestra suplementada (con la concentracion del LD o préxima) es menor al
LB. Para emplear un nimero diferente de replicados de medicién, consulte los
lineamientos de la guia de la CLSI [7].

Resumen de Comentarios

Para validar las especificaciones declaradas por el fabricante para el limite de
deteccion, es importante reconocer de qué formas fue estimada la especificacion,
los datos necesarios para verificarla y el manejo apropiado de los mismos para
una correcta verificaciéon. Muchos fabricantes escogen el LB dado que es el mas
sencillo de estimar y da el nimero mas bajo — una ventaja de mercadeo. Para
aplicaciones clinicas, generalmente son mas tutiles las estimaciones del LD o
el LC. Mas fabricantes estableceran mas especificaciones para LD que para
LC; asi que tal vez el LD es la estimacion mas practica. La guia EP17-A de la
CLSI brinda lineamientos definitivos para estos conceptos, los procedimientos
experimentales y el analisis de datos, asi que la mayoria de los fabricantes
seguiran esos lineamientos.
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Problema: Datos de Validacion de un Método de
Colesterol: Limite de Deteccion

Apartir delos datos de abajo calcule el limite de blanco (LLB), el imite de deteccion
(LD), y la sensibilidad funcional (SF). (Respuestas, pag. 306).

Muestra0 Muestra2 Muestra4 Muestra 6 Muestra 8

-0.23 2.84 5.51 6.46 6.92
0.12 2.26 5.07 5.14 6.29
-0.40 1.25 3.15 3.78 8.67
0.13 3.52 2.72 7.28 7.86
0.05 1.95 3.67 6.20 5.24
0.18 2.71 5.35 5.00 7.38
-0.41 3.07 5.22 5.54 7.41
0.20 2.47 4.46 6.44 6.06
-0.32 1.95 2.55 6.71 7.53
-0.08 1.94 3.61 7.17 10.11
-0.41 1.93 3.79 4.92 8.70
-0.39 2.45 3.21 4.40 6.37
-0.32 2.38 3.42 6.11 7.54
-0.37 1.37 4.73 7.51 9.30
-0.17 1.58 4.07 6.38 8.10
0.38 2.46 3.47 5.55 7.87
-0.31 2.55 3.28 8.19 8.20
-0.41 2.57 5.67 8.48 7.99
0.10 2.27 4.99 5.45 9.38
-0.30 1.57 4.42 7.61 8.22
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Por ultimo, pero no menos importante!

L’AMERIQUE SEPTENTRIONALE, by De la Porte, Paris,
1786.

El noroeste del Pacifico fue una de las dltimas zonas por
explorar y dio lugar a algunos de los mitos mas grandes,
como el gran “Mar del Oeste “que aparece en estos mapas. Es
probable quelos experimentos deinterferencia, recuperacion,
y el de limite de deteccion sean también los ultimos que
usted va a realizar usted va a realizar. Sin embargo, son
criticos para ciertos métodos en su laboratorio. Recuerde
que son discutidos en estos dos ultimos capitulos; regrese
y repase este material cuando sean relevantes para sus
propias aplicaciones.
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15: ¢ Como se verifica el intervalo de referencia
de un método?

Una ultima consideracion es verificar que el intervalo de referencia es apropiado
para la poblaciéon de pacientes. En éste capitulo, Patricia L. Barry, BS, MT
(ASCP), presenta un procedimiento practico para evaluar la validez de las
recomendaciones del fabricante para intervalos de referencia.

Objetivos:

Describir 4 modelos para la verificacién o transferencia de intervalos de
referencia.

Identificar las condiciones de aplicacion de los diferentes modelos.
*  Comparar los requisitos de datos para los diferentes modelos.
Comparar los calculos a efectuar a partir de los datos y su presentacion.

Organizar los acercamientos en un plan para su aplicaciéon practica.

Materiales del capitulo:

* VM — Transferencia del intervalo de referencia, por Patricia L.
Barry, BS, MT(ASCP) y James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ /Cuantos pacientes se necesitan por lo general para verificar un intervalo
de referencia?

+ (/Cual es el nimero minimo de especimenes de pacientes para establecer
un intervalo de referencia?

+ (/Como se puede transferir un intervalo de referencia desde un método
de comparacién?
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Validacion de Métodos:

Transferencia del Intervalo de Referencia
Patricia L. Barry, BS, MT (ASCP), y James O. Westgard, PhD

Propésito

Elintervalo de referencia es la illtima caracteristica a ser estudiada en el proceso
de validacién de métodos. Se estudia en general al final porque el intervalo de
referencia en sino entra en la decision de la aceptabilidad del método y el estudio
no es necesario cuando el desempeno del método es inaceptable. Si el desempeno
del método es aceptable, entonces es importante valorar el(os) intervalo(s) de
referencia para fortalecer a la interpretacién de los resultados de pacientes.

Trasfondo

Un intervalo de referencia es establecido por lo general ensayando especimenes
que son obtenidos de individuos que cumplen con criterios de seleccion que
han sido definidos cuidadosamente (muestra de la poblacién de referencia).
Protocolos tales como los del Grupo de Expertos en Teoria de los Valores de
Referencia de la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) [1-6]
y los del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)[7] delinean procesos
logicos y sistematicos que emplean una muestra de la poblacién de referencia
seleccionada cuidadosamente para establecer intervalos de referencia. Estos
protocolos por lo general necesitan un minimo de 120 individuos de referencia
para cada grupo (o subgrupo) que deba ser caracterizado.

Por ejemplo, para establecer un intervalo de referencia para hemoglobina
— un examen que es dependiente de género — el laboratorio necesitaria ob-
tener resultados de hemoglobina al menos de 240 individuos de referencia (120
hombres y 120 mujeres). Estos individuos son reclutados por lo general de la
poblacion regional general (esencialmente potenciales usuarios del servicio del
laboratorio) y luego seleccionados para su inclusion en el estudio utilizando cri-
terios cuidadosamente definidos. La seleccion se realiza con frecuencia aplicando
un cuestionario para evaluar la condicion de salud del individuo. Algunas veces
también se requiere de un examen fisico como parte del criterio de aceptacién
del individuo para el estudio.

El establecimiento de los intervalos de referencia requiere de una planifi-
cacion, control y una documentacion cuidadosos de cada aspecto del estudio. Asi,
los intervalos de referencia resultantes estan bien caracterizados en términos
de la variaciéon atribuible a factores pre analiticos y analiticos. Estos protocolos
formales son particularmente utiles cuando un laboratorio necesita establecer
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sus propios intervalos de referencia para un examen particular. Esta situacion
podria ocurrir si un laboratorio ha modificado un método previamente aprobado
por la FDA o ha desarrollado un examen propio. Desafortunadamente, estos
protocolos son costosos y pueden resultar inaccesibles para establecimientos
mas pequenos. Incluso los grandes laboratorios encuentran cada vez mas dificil
llevar a cabo estos estudios integrales considerando su relacién costo beneficio.
Por esto, los laboratorios son cada vez mas dependientes de los fabricantes para
establecer cientificamente los intervalos de referencia solidos que puedan ser
verificados utilizando acercamientos mas simples, de menor costo y que impli-
quen menos trabajo.

En éste capitulo, el enfoque esta en la transferencia de los intervalos de
referencia, los cuales requieren considerablemente menos esfuerzo y menos
datos que los necesarios para establecer intervalos de referencia. El intervalo
de referencia de mayor interés durante el proceso de validacion de métodos es
el que describe los valores del examen observados tipicamente en una poblacién
“sana”. Este intervalo se llama histéricamente “rango normal” y se deriva del
examen de especimenes de individuos que cumplen con los criterios de “buena”
salud (por ejemplo “no tener problemas de salud conocidos, ser ambulatorios, no
estar en un régimen regular de farmacos, tener un peso dentro de las normas
recomendadas, etc.”). Los resultados del examen (valores de referencia) para
éste grupo son analizados estadisticamente para determinar un intervalo de
valores que incluyan un porcentaje determinado de todos los valores (intervalo
de referencia) de la muestra de la poblacion. Por tradicion, éste intervalo incluye
un 95% de los valores (usualmente el 95% central). Un par de valores del examen
(Ilamados limites de referencia superior e inferior) representan los extremos del
intervalo. Los resultados de pacientes que caigan fuera de los limites de refe-
rencia asi establecidos, se sefialan generalmente como resultados “anormales”.

Acercamientos de transferencia a considerar

La Guia Aprobada de la CLSI C28-A3 [7] describe diferentes alternativas a las
que puede acceder un laboratorio para validar la “transferencia” de intervalos
de referencia establecidos a un laboratorio individual:

1. Juicio divino.

La aceptabilidad de la transferencia podria ser valorada subjetivamente en
base a la consistencia entre “la demografia y la geografia” de la poblacién
empleada pararealizar el estudio y la demografia de la poblacién a examinar
enellaboratorio. Ellaboratorio simplemente revisa la informaciéon entregada
y verifica subjetivamente que los intervalos de referencia son aplicables a la
poblacién del laboratorio que los esta adoptando y a los métodos de ensayo
del propio laboratorio. Para hacer esto, toda la informacién sobre el estudio
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original deberia serrequeriday estar disponible en el laboratorio. Estoincluye
los datos demograficos del grupo de referencia, el proceso de seleccién, las
condiciones pre analiticas del estudio tales como la preparacién del individuo
y la recoleccion del espécimen y las técnicas de manejo, el sistema analitico
utilizado, y el método estadistico utilizado para establecer los intervalos.
En ocasiones es util pedir los valores de referencia originales y analizarlos
nuevamente para verificar el analisis estadistico original. La mayoria de
los casos de transferencia involucran la adopciéon de intervalos de otro
laboratorio utilizando el mismo sistema analitico o intervalos establecidos
por el fabricante del método.

* Las regulaciones de la Regla Final de CLIA permiten que el Director
Médico de un laboratorio haga ésta valoracién y éste juicio.

+  Mientras la transferencia requiere sélo la firma apropiada, el enfoque
depende de unainvestigacion cuidadosa delas recomendaciones publicadas,
acceder a la informacion apropiada y experiencia significativa clinicay en
el laboratorio para asegurarse de la comparabilidad de las condiciones.

+ La provision de los intervalos de referencia para sub-poblaciones,
particularmente para intervalos pediatricos por intervalos de edad, a
menudo requieren de éste acercamiento dada la dificultad para obtener
especimenes suficientes para establecer experimentalmente o verificar
este tipo de intervalos de referencia.

2. Verificacion con 20 muestras.

La validacién experimental podria ser realizada recolectando y analizando
especimenes de 20 1ndividuos que representan una muestra de la poblacion de
referencia. Si dos 0o menos resultados del examen caen fuera de los limites de
referencia propuestos, elintervalo de referencia se considera verificado,
como se ilustra en la figura.

+  Experimentalmente, éste es un enfoque simple. Sélo requiere un minimo
de datos, y el estudio provee un criterio claro para interpretar los datos
y verificar la transferencia.

+  Es mas facil seleccionar la poblaciéon adulta, hombres adultos o mujeres
adultas como el intervalo de referencia a verificar que una sub-poblacion
mas pequena.
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Verificacion con 20 muetras

2 0 menos
valores fuera
del intervalo
propuesto

XIXIXIXIXIX

Intervalo propuesto

3. Estimacion con 60 muestras.

Una validaciéon experimental podria ser realizada recolectando y analizando
especimenes de 60 individuos que representan una muestra de la poblacion
de referencia. El intervalo de referencia se estima a partir de estos datos y
se compara con el intervalo propuesto utilizando una férmula estadistica que
compare las medias y las desviaciones estandar de las dos poblaciones [7].

Aveces encontrar incluso 60 individuos de referencia puede ser una tarea
desalentadora. Cuandomucho, se deberian usar nomenos de 40 individuos
para calcular estadisticamente los intervalos de referencia. Cuando se
utilizan menos de 40 individuos, es mejor reportar los descubrimientos
en términos de los valores minimos y maximos del ensayo observados a
lo largo de un histograma mostrando la distribucion de los valores.

Lascomparaciones estadisticas de losintervalos observadosylos propuestos
son mas complicadas y por tanto menos atractivas para verificar un
intervalo de referencia que el acercamiento de 20 muestras.

4. Calculos a partir del método de comparacion.

El documento de CLSI también reconoce — pero no respalda — otro
acercamiento que ajustariaocorregirialosintervalos de referencia propuestos
oreportados en base al sesgo metodologico observadoylarelacion matematica
demostrada entre los métodos analiticos en uso (como se muestra en la figura
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abajo). Las estadisticas de regresién obtenidas de un estudio de comparacién
de métodos podrian ser usadas para calcular los limites de referencia (X, ,
y Xsup) para el nuevo método (Y, .= a + bX_ YSup —a+ bXsup, donde a es la
interseccion-Y,, y b es la pendiente de la linea de regresion.

Calculo a partir de una
comparacion de método

"Nuevo limite de
referencia"

"Viejo limite de
referencia"

Resultado del Método Evaluado

Resultado del Método de Comparacion

- Este enfoque es atractivo cuando el laboratorio ha realizado los estudios
necesarios para establecer sus propios intervalos de referencia en el pasado
y luego cambia a un nuevo método analitico. Los datos propios deberian,
por lo tanto, estar disponibles para documentar la comparaciéon del nuevo
método con el antiguo.

*  Se recomienda la verificacion por analisis de 20 muestras si hay alguna
duda sobrela confiabilidad de los intervalos de referencia a ser trasladados
del método de comparacion.

+ La transferencia por calculos deberia estar limitada a un cambio de
métodos para minimizar la “cascada” potencial de errores que se podra
generar al establecer los nuevos limites de referencia.

+ El enfoque matematico también es apoyado por Koivula [8] para la
transferencia de intervalos de referencia de un laboratorio de referencia
a un laboratorio individual. El laboratorio analiza seis o siete muestras
seleccionadas cuidadosamente de un programa de evaluacion externa de
la calidad y calcula la linea de regresion entre los valores del laboratorio
individual y los valores del laboratorio de referencia. El intervalo de

pagina 191



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

referencia dellaboratorio de referencia es usado entonces conla ecuacién de
regresion para calcularlos limites de referencia del laboratorio individual.

¢ Qué hacer?

Paraexamenes dondehayintervalos de referencia bien establecidos para el método
comparativo en su laboratorio, transfiera esos intervalos matematicamente
usando la ecuacidon de regresion obtenida del experimento de comparacion de
métodos realizado en sulaboratorio. Asegtrese de quelas estadisticas deregresion
sean confiables siguiendo los lineamientos para realizar el experimento de
comparacion de métodos y generando el analisis estadistico de datos adecuado.
La transferencia sélo requerira unos pocos calculos adicionales, haciendo rapido
y facil determinar los nuevos limites. Este acercamiento deberia ser apto para
examenes comunes de las areas de quimica clinica y hematologia donde se espera
que haya una concordancia uno a uno.

Para examenes donde hay diferencias sistematicas entre el nuevo método
y el de comparacién, use el enfoque matematico, antes abordado, para estimar
los intervalos de referencia y compararlos con el propuesto por el fabricante.
Verifique posteriormente los limites asi obtenidos por un analisis de 20 espe-
cimenes deindividuos sanos. Este enfoque seria apropiado con métodos enzimati-
cos donde existen a menudo diferencias proporcionales entre los métodos y los
inmunoensayos donde cambios sistematicos podrian ocurrir entre generaciones
de sistemas de medicion.

Use la estimacion con 20 muestras para transferir los intervalos de referen-
cia propuestos por los fabricantes cuando el fabricante provea la documentacién
de un estudio adecuado de valores de referencia.

Use la estimacion con 60 muestras para hacer estimados del intervalo de
referencia cuando la informaciéon del intervalo de referencia propuesto por el
fabricante no sea adecuada, cuando el nuevo método esté basado en un principio
de medicion diferente con diferente especificidad de medida, o cuando el examen
esta siendo aplicado a una poblacién de pacientes diferente.

Use el juicio divino cuando no haya datos experimentales que apoyen la
transferencia de los intervalos de referencia.
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16: ¢ Como juzgar el desempeno de un método?

Usted ya ha realizado los experimentos, tabulado los resultados, graficado los
datos y calculado las estadisticas. Este capitulo describe el siguiente paso, que
es hacer una evaluacién sobre desempeno del método. Se recomienda una técnica
grafica — La Carta de Decision de Método — y se ilustran su construccion y
aplicacion.

Objetivos:
Construir una Carta de Decision de Métodos.

Evaluar el desempeno de un método usando la Carta de Decision de
Métodos.

* Recomendar acciones apropiadas en base al desempeno del método
observado.

Materiales del capitulo:

VM — La decision sobre el desempeno de un método,
por James O. Westgard, PhD

Caja de herramientas de datos para validacion de métodos
http://www.westgard.com/mvtools.html

+ Calculadora de puntos operativos normalizados
http://www.westgard.com/normcalc.htm

¢ Problema: Datos de validacion de un método de colesterol.

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.
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Preguntas de Autoevaluacion:
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(,Como se incorpora un requisito de la calidad en una Carta de Decision
del Método?

;Cual es una fuente comun de requisitos de la calidad para un ensayo?

(Cudles son los parametros de desempeno criticos que se grafican en una
Carta de Decision del Método?

(Cuales son las clasificaciones de desempenio en una Carta de Decision
del Método?

(Cual es su juicio sobre un método de calcio cuya S observado es 0.2 mg/
dL y cuyo Sesgo observado es 0.1 mg/dL a un nivel de decision médica de
11.0?
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Validacidon de Métodos:
La Decisiéon sobre el Desempeio de un
Método

James O. Westgard, PhD

Usted ya ha realizado los experimentos, tabulado los resultados, graficado
los datos y calculado las estadisticas. Ahora tiene que decidir si el método es
aceptable. ;Como decide si el método es suficientemente bueno para ser usado
en su laboratorio?

¢, Cual es el enfoque adecuado?

Recuerde el secreto mas interno ocultoy profundo sobre la validacién de métodos—
se trata de EVALUACION DEL ERRORES. La decisién sobre la aceptabilidad
del desempeno de un método depende del tamano de los errores observados en
relaciéon a algunos estandares o requisitos de la calidad que definen el error
clinico permitido. El desempefio del método es aceptable cuando los errores
observados son mas pequenos que el error clinico permitido. El desempeno del
método NO es aceptable cuando los errores observados son mas grandes que el
error clinico permitido.

Deberia de hecho definir los errores clinicos permitidos a niveles de decisién
médica relevantes al inicio para ayudarse a guiar el disefio de los experimentos
y la recoleccion de los datos. Lo que quedara por hacer es comparar sus errores
observados con los errores permitidos definidos desde un punto de vista clinico.

¢, Como deberian asentarse los requisitos para errores
clinicamente permitidos?

En la literatura cientifica, los requisitos para la calidad analitica han sido
definidos en tres formatos diferentes —el error total permitido, el desvio estandar
permitido y el sesgo permitido. Un error total permitido sienta los limites del
efecto combinado de los errores aleatorio y sistematico de un método, donde un
desvio estandar permitido y un sesgo permitido sientan los limites separados
para los errores aleatorio y sistematico, respectivamente.

Parecerian ser utiles requisitos separados para el desvio estandar permitido
y sesgo permitido dado que éstas estadisticas pueden ser calculadas directamente
de los datos experimentales (por ej., un desvio estandar se calcula a partir de los
datos de un experimento de replicaciéon y un sesgo para partir de los datos los
datos de un experimento de comparacion de métodos). Sin embargo, la calidad del
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resultado de un paciente se determina por el error neto o total, efecto combinado
de ambos errores, por lo que el error total es clinicamente mas relevante [1]:

“Los médicos piensan mas bien en términos mas relevante desde un punto de
vista clinico error analitico total, que incluyen tanto el componente aleatorio
como el sistematico. Desde éste punto de vista, todos los tipos de error
analitico son aceptables en tanto que el error analitico total sea menor que
una cantidad especificada. El error total es clinicamente mas util; después de
todo, hace poca diferencia para un paciente si un valor de laboratorio tiene
error por errores analiticos aleatorios o por sistematicos, y finalmente él es
el inico que debera vivir con ese error’.

¢ Donde encuentra recomendaciones para errores
totales permitidos?

Una fuente comun son las encuestas de programas de evaluacion externa de la
calidad o un esquema de evaluaciéon de la competencia en los que participe su
laboratorio. Estos programas definen generalmente un “valor blanco” central y un
rango de valores alrededor de ese blanco que son considerados como aceptables.
Dado que estos programas usualmente solicitan procesar el espécimen una inica
vez en cada encuesta, ese Unico resultado estara afectado por el error aleatorio
y el error sistematico de su procedimiento de medida. El “rango aceptable” es
por tanto un requisito de desempeno analitico en el formato de un error total
permitido.

Para los laboratorios de E.U.A, CLIA tiene disponible un listado de error
total permitido basado en los criterio de error total aceptable para esquemas
de evaluacion de la competencia, que ha sido publicado en el Registro Federal
y provee recomendaciones para mas de 70 examenes diferentes. Vea la lista de
criterios provistos en el Apéndice 1. Estos criterios son presentados de 3 formas
diferentes:

+  Como un limite de concentracién absoluta, por e€j., valor blanco + 1 mg/
dL para calcio;

+  Como un porcentaje, por ej., valor blanco + 10% para albumina, colesterol
y proteinas totales;

* Como el rango determinado de un grupo de encuestas, por €j., el valor
blanco + 3 desviaciones estandar para la hormona estimulante de la
tiroides (T'SH, por sus siglas en Inglés).

En algunos pocos casos, se dan dos conjuntos de limites, por €j., el requisito

de la calidad para la glucosa es el valor blanco + 6 mg/dL 6 = 10%, cualquiera que
sea mayor. A un nivel de decisiéon médica de 50 mg/dL, el error total permitido
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es 6 mg/dL 6 12%. A un nivel de decision médica de 125 mg/dL, el error total
permitido es 10% 6 12.5 mg/dL.

¢, Como se comparan los errores observados con el
error total permitido?

Para estimar el error aleatorio del método a partir del experimento de replicacion
usted calculara una desviaciéon estandar (S) o un coeficiente de variacién (CV).
Para estimar el error sistematico a partir del experimento de comparacion de
métodos usted calculara el sesgo entre las medias obtenidas por los métodos de
exameny comparativo, o usara estadisticas deregresion para calcularla diferencia
esperada aniveles particulares de decision médica. Estas estimaciones de errores
aleatorio y sistematico necesitan ser combinadas para juzgar su efecto total.

La literatura provee cuatro recomendaciones diferentes sobre como combi-
nar los errores aleatorio y sistematico:

+ Afada Sesgo + 2 veces la S observada [ref 1], esto es, Sesgo + 2S5 < TE ;

[ref 1]

- Anada Sesgo + 3 veces la S observada [ref 1], esto es, Sesgo + 3S < TE ;

+ Anada Sesgo + 4 veces la S observada [ref 1], esto es, Sesgo + 45 <TE ;
[ref 1]

+ Anada Sesgo + 5 veces la S observada [ref 1], esto es, Sesgo + 5S < TE..

Mas que escoger entre estas recomendaciones, todas pueden ser incorporadas
en una herramienta de decisién grafica — una Carta de Decisién del Método.
La carta es facil de construir, minimiza la necesidad de calculos adicionales y
provee una imagen grafica que simplifica la interpretacién y evaluacion del
desempeno del método.

¢, Como se construye una Carta de Decision del
Método?

Primero, exprese el error total permitido como un porcentaje de la concentracion
de decision médica evaluada. La mayoria de los errores permitidos de CLIA ya se
expresan de ésta forma. Para aquellos errores permitidos que estan expresados
en unidades de concentracion, exprese el error permitido como un porcentaje de
la concentracion de decision médica de interés, esto es, divida el error permitido
por la concentracion de decision médica y multipliquelo por 100 para expresarlo
como porcentaje.

Luego, tome una hoja o papel para graficar y haga lo siguiente:
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Rotule el eje de las ordenadas (Y) como “Inexactitud permitida, (Sesgo,
%)” y establezca una escala desde 0 hasta el TE , por ej., para un TE_
= 10 %, establezca una escala en el eje de las ordenadas de 0 a 10% en
incrementos de 1%.

Rotule el eje de las abscisas (X) como “Imprecision permitida, (CV, %)” y
establezca una escala desde 0 hasta 0.5 TE , por ej., para un TE = 10%,
establezca una escala en el eje de las abscisas de 0 a 5% en incrementos
de 0.5%.

Dibuje una linea para el Sesgo + 2S desde el valor del TE_ en el eje de las
ordenadas (Y) hasta el valor de 0.5 TE_ en el eje de las abscisas (X), por
ej., para un TE_ = 10%, dibuje la linea del 10% (eje y) al 5% (eje x).

Dibuje una linea para el Sesgo + 3S desde el valor del TE_en el eje de las
ordenadas (Y) hasta el valor de 0.33 TE_en el eje de las abscisas (X), por
ej., para un TE = 10%, dibuje la linea del 10% (eje y) al 3.33% (eje x).

Dibuje una linea para el Sesgo + 4S desde el valor del TE_en el eje de las
ordenadas (Y) hasta el valor de 0.25 TE_ en el eje de las abscisas (X), por
ej., para un TE = 10%, dibuje la linea del 10% (eje y) al 2.5% (eje x).

Dibuje una linea para el Sesgo + 5S desde el valor del TE_ en el eje de las
ordenadas (Y) hasta el valor de 0.20 TE_ en el eje de las abscisas (X), por
ej., para un TE = 10%, dibuje la linea del 10% (eje y) al 2.0% (eje x).

Dibuje una linea para el Sesgo + 6S desde el valor del TE_ en el eje de las
ordenadas (Y) hasta el valor de 0.17 TE,_ en el eje de las abscisas (X), por
e)., para un TE = 10%, dibuje la linea del 10% (eje y) al 1.7% (eje x).

Inexactitud Observada, Sesgo %o
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8. Marquelasregiones definidasentre laslineastrazadascomo: “inaceptable”,
b AN13 2

“pobre”, “marginal”, “bueno”, “excelente” y “clase mundial” como se muestra
en la figura.

¢, Como se usa la Carta de Decisiéon del Método?

Exprese su desvio estandar y sesgo observados para el procedimiento de medida
evaluado en porcentaje, luego grafique el punto cuya coordenada en “x” sea la
imprecision observada y su coordenada en “y” la inexactitud observada. A éste
punto se le llama el “punto operativo” pues describe como opera su método.
Evaluara el desempeno de su método en base a la locacion del punto operativo,

como sigue:

*  Un método con desempeno inaceptable no cumple con sus requisitos
de la calidad, incluso cuando el método esta trabajando adecuadamente.
No es aceptable para operaciones de rutina.

*  Unmétodocon desempeno pobre podria haber sido considerado adecuado
antes de la introduccion reciente de los principios de Gestion de la Calidad
Seis Sigma, pero los estandares industriales de referencia sientan ahora
un estandar minimo de desempeno 3-Sigma para un proceso de produccién
de rutina, por lo que el desempenfio en la regién entre 2-Sigma y 3-Sigma
no es hoy en dia verdaderamente satisfactorio.

* Unmétodocondesempenomarginal provee la calidad necesaria cuando
todo esta trabajando correctamente. Sin embargo, sera dificil de manejar
en operaciones de rutina, requerira de 4 a 8 controles por corrida y una
estrategia de Control de la Calidad Total que enfatiza en operadores bien
entrenados, rotaciéon reducida del personal, mantenimiento preventivo
mas agresivo, monitoreo cuidadoso de los resultados de los pacientes y
esfuerzos continuos para mejorar el desempeno del método.

*  Unmétodocondesempeno bueno cumple con susrequisitos de la calidad
y puede ser bien manejado en operaciones de rutina con mediciones de 2
a 4 controles por corrida usando procedimientos de Control de la Calidad
de reglas multiples o una Unica regla de control con limites de control a
2.58S.

+  Un método con desempeno excelente es claramente aceptable y puede
ser bien manejado en operaciones de rutina con sélo 2 controles por corrida
analitica con una sola regla de control con limites de control de 2.5S 6
3.08S.

*  Un método con desempeno de clase mundial es incluso mas facil de
manejary controlar, usualmente requirieren sélo 1 6 2 controles por corrida
analitica y una sola regla de control con limites amplios, tales como 3.0S
6 3.5S.
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Grdficode Decisiones de Método TEa 10%
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Ejemplos de aplicaciones

Todos estos ejemplos ilustran la evaluaciéon para métodos de colesterol, donde
el requisito de la calidad de CLIA para desempeno aceptable es un error total
permitido de 10%.

A. Un método de colesterol con un CV de 1.5% y un Sesgo de 0.0% provee una
calidad de clase mundial, como se muestra por el punto operativo marcado
como “A”, cuya coordenada en “x” es 1.5 y en “y” es 0.0. Este método es
claramente aceptable y sera facil de manejar y controlar en operaciones
de rutina usando 2 controles por corrida analitica y recurriendo a una

sola regla de control con limites a 3.5S.

B. Un método de colesterol con un CV de 2.0% y un Sesgo de 0.0% provee un
desempeno excelente, como se muestra por el punto operativo “B”. Este
método es claramente aceptable y sera controlable en servicios de rutina
usando 2 controles en una sola corrida analitica y recurriendo a una sola
regla de control con limites de control a 3.0S o 2.5S.

C. Un método de colesterol con un CV de 2.0% y un Sesgo de 2.0% tiene un
punto operativo que cae en la zona enmarcada por las lineas de buen
desempeno y desempeno marginal, como se muestra en el punto operativo
“C”. Se requiere una valoracién cuidadosa del control estadistico interno
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de la calidad y mostrara que se necesita un procedimiento de reglas
multiples con un total de 4 controles para garantizar la calidad deseada
para éste método. Vea también la aplicacion Control de la Calidad (QC,
por sus siglas en Inglés) en Westgard Web en http://www.westgard.com/
qgcapp3.htm.

D. Un método de colesterol con un CV de 3.0% y un Sesgo de 3.0% satisface
las especificaciones del National Cholesterol Education Program (NCEP,
por sus siglas en Inglés) [7]. Para valorar si éstas especificaciones de
desempeno son adecuadas, se puede graficar un punto operativo con una
coordenada en “y” de 3.0% y una coordenada en “x” de 3.0%, como se muestra
en el punto operativo marcado como “D” en la figura acompanante. Tal
método tiene un desempeno pobre y solo alcanzara la calidad deseada si
todo esta trabajando perfectamente. Sera muy dificil detectar problemas
y mantener la calidad deseada durante el servicio de rutina [Note que
discordamos con el CDC (Centers for Disease Control and Prevention) en
la metodologia apropiada para asentar especificaciones de desempeno.
La referencia [8] provee algo de discusién y debate. La referencia [9] es
una defensa extensa de la metodologia de CDC-NCEP].

E. Un método de colesterol con un CV de 4.0% y un Sesgo de 3.0% podria
ser representativo del tipo de métodos de tamizaje encontrados en
supermercados y farmacias. Como se muestra en el punto operativo “E”,
tales métodos no proveen la calidad necesaria para cumplir los requisitos
de la calidad de CLIA para desempeno aceptable incluso si todo esta
trabajando perfectamente.

iInténtelo!

Defina el error total permitido para su examen. Construya una Carta de Decision
de Método usando una pagina o papel para graficar. Grafique la inexactitud
observada (% sesgo) del experimento de comparaciéon de métodos contra la
1mprecision observada (% S o CV) del experimento de replicacion. Vea donde esta
localizado éste punto operativo y juzgue si quiere o no implementar el método
para servicios de rutina.
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iPruebe con las Calculadoras en Linea!

En Westgard Web, estan disponibles dos herramientas:

Method Decision Calculator

http://www.westgard.com/mvtools.html

Normalized Operating Point Calculator

http://www.westgard.com/normcalc.htm

La Calculadora Method Decision Calculator trabaja enviandole los valores
que usted introduce al servidor para el calculo y la preparacion de la Carta de
Decision del Método. La Calculadora Normalized Operating Point Calculator
es una calculadora Javascript que realiza los calculos en su computadora. Sin
embargo, no puede realizar un grafico asi que necesita imprimir la Carta de
Decision del Método Normalizada y graficar manualmente su punto operativo.

También esta disponible una Carta de Decision del Método automatizada en
Westgard Web — como una hoja de calculo de Excel. Puede descargar el archivo
en http://www.westgard.com/downloads/
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17: ¢ Cual es un procedimiento practico para
validar un método?

Este capitulo revisa el enfoque general de la validacién de métodos y provee un
conjunto de hojas de calculo para recolectar las cantidades minimas de datos
necesarios en cada experimento. Si usted decide trabajar con este modelo y
emplear estas hojas de calculo, usted podra planificar y organizar su propio
estudio de validacion de métodos.

Objetivos:
Revisar el enfoque general de validacién de métodos.
Desarrollar hojas de calculo para recolectar los datos experimentales.

Organizar éstas hojas de calculo en un plan practico de validacion de
métodos.

*  Determinar el apoyo estadistico necesario para implementar un plan de
validacion de métodos.

Materiales del capitulo:

VM - Las aplicaciones del mundo real,
por James O. Westgard, PhD

VM - Las hojas de calculo

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

Adaptar las hojas de calculo para ajustarlas a sus necesidades.
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Preguntas de Autoevaluacion:

+ ¢(Cuales son los experimentos minimos necesarios para sus examenes?

+ (Cual es el nimero minimo de mediciones necesarias para cada
experimento?

+ (Cual es la mejor forma de organizar estos experimentos?

+ (Cual es la forma mas practica de hacer los calculos a partir de los datos?
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Validacion de Métodos:

Las Aplicaciones del Mundo Real
James O. Westgard, PhD

Los capitulos previos le han otorgado habilidades para establecer su propio proceso
de validacién de métodos. Es importante establecer un proceso sistematico a la
medida de las necesidades de su laboratorio y de las caracteristicas del método
que va a ser examinado. |No asuma que el desempenio del método esta bien sélo
porque ha comprado un nuevo instrumento o un nuevo lote de reactivos! En el

mundo real, los métodos todavia tienen problemas. /Recuerda los Mitos de la
calidad?

Una revision del proceso de Validacion de Métodos

Aqui hay un breve resumen de nuestras lecciones sobre validacion de métodos.
Puede revisar los capitulos anteriores para obtener mayores detalles y aclarar
los puntos mas importantes.

+ LaValidaciéon de Métodos deberia ser un proceso estandar en el laboratorio
clinico, pero el proceso no necesita ser exactamente el mismo para cada
laboratorio o para cada método validado por un laboratorio. Vea Gestion
dela Calidad— La necesidad de procesos estandarizados y estandares para
la calidad para una vison general del proceso de manejo de la calidad que
se necesita en los laboratorios clinicos y el rol de la validacion de métodos
al establecer los procesos estandarizados de examen.

* Recuerde que el proposito de la validaciéon de métodos es la valoracion
del error. Vea El significado secreto mas interno, oculto y profundo para
una descripcidon de los errores aleatorios, sistematico y total que son el
foco de los estudios de validaciéon de métodos.

*  Note que a un laboratorio de E.U.A. se le requiere por las regulaciones de
CLIA que “demuestre que antes de informar resultados de pacientes, puede
alcanzar las especificaciones de desempeno para exactitud, precision y
rango reportable, comparables a aquellas establecidas por el fabricante.
El laboratorio también debe verificar que el rango de referencia del
fabricante es adecuado para la poblacion de pacientes del laboratorio”.
Para métodos non-waived, CLIA también requiere la verificacion de la
sensibilidad analitica y dela especificidad analitica. Vea Las Regulaciones.

+  Otros factores o caracteristicas importantes para el método, tales como
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costo del examen, tipos de espécimen, voliumenes del espécimen, tiempo
requerido para el analisis, proporcion del analisis, equipo requerido,
personal requerido, eficiencia, seguridad, etc., deben ser considerados
durante la seleccion del método analitico. Vea Seleccionando un método
para validar.

El enfoque en la validacién de métodos es realizar una serie de
experimentos disefiados para estimar ciertos tipos de errores analiticos,
por €j., un experimento de linealidad para determinar rango reportable,
un experimento de replicacién para estimar imprecision o error aleatorio,
un experimento de comparacion de métodos para estimar inexactitud o
error sistematico, o experimentos de interferencia y recuperacion para
estimar especificamente errores sistematicos constantes y sistematicos
proporcionales (especificidad analitica), y un experimento de limite
de deteccién para caracterizar la sensibilidad analitica. Vea El Plan
Experimental. Para detalles sobre los diferentes tipos de experimentos,
vea lo siguiente:

*  El experimento de linealidad o rango reportable. Deberian analizarse
un minimo de 5 especimenes con valores conocidos o asignados por
triplicado para evaluar el rango reportable.

+  El experimento de replicacion. Se recomienda hacer la determinacion
de 20 replicados de al menos dos niveles de materiales de control para
estimar la imprecision o el error aleatorio del método.

*  El experimento de comparacion de métodos. Deberian analizarse un
minimo de 40 especimenes de pacientes por el nuevo método (método
analitico) y un método establecido (método de comparacién) para
estimar la inexactitud o el error sistematico del método.

* Los experimentos de interferencia y recuperaciéon. Se analizan
usualmente las interferencias comunes, tales como lipemia, hemoélisis
e ictericia, junto con las interferencias especificas del ensayo y la
metodologia. Los experimentos de recuperacion se utilizan para medir
las interferencias competitivas, como pueden ser los posibles efectos
de proteinas y metabolitos en los especimenes.

*  El experimento de limite de deteccion. El limite de deteccion esta
indicado para aquellos métodos cuyos valores analiticos bajos tienen
una interpretacion fundamental desde el punto de vista clinico.
Generalmente, se analizan 20 veces un espécimen “blanco” y un
espécimen “suplementado” con la cantidad de analito declara por el
fabricante en el inserto para el limite de deteccién.
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* Los datos recolectados en los diferentes experimentos necesitan ser
resumidos (por calculos estadisticos) para brindar estimaciones de los
errores analiticos que son el foco de cada experimento. Vea Conjunto de
herramientas para el analisis de datos.

+ La aceptabilidad de estos errores observados se juzga por comparacion
con los estandares de la calidad, esto es, recomendaciones para el error
total permitido tales como las provistas por los criterios de los esquemas
de evaluacion de la competencia de CLIA. El desempeno del método es
aceptable cuando los errores observados son menores que los limites
establecidos para error permitido del procedimiento de medida evaluado.
Una herramienta grafica — la Carta de Decisién de Métodos — puede ser
utilizada para clasificar el desempernio como clase mundial (Seis Sigma),
excelente, bueno, marginal, pobre o inaceptable. [1] Vea La decision del
desemperno del método.

+ Sise juzga aceptable el desempernio de un método, se deben verificar los
intervalos de referencia. Vea Transferencia de Intervalos de Referencias.

Aplicaciones con datos publicados

Una revision critica de la literatura siempre es un buen punto de partida al
seleccionary evaluar un método. Esto puede incluir articulos cientificos asi como
las descripciones del método del fabricante. El tiempo y esfuerzo necesarios para
los estudios de validacién del método en su laboratorio pueden ser minimizados
con una valoracion cuidadosa de los datos en la literatura.

Los estudios publicados de validacion de métodos rara vez siguen un pro-
ceso de validacién estandarizado. Por lo tanto, es necesario imponer su propio
sistema de organizacion, de analisis y de interpretacion de datos si quiere que
sus resultados tengan sentido. Este es un proceso de revisién critica, que no
1mplica s6lo aceptar el formato, los datos y el analisis y las conclusiones que
han sido publicadas.

* Defina el requisito de la calidad en forma de un error total permitido (TE )
para el examen (o exdmenes) de interés a concentraciones proximas o que
representes niveles de decision médica criticos para la interpretacion de
los examenes. Note que solo unas pocas revistas cientificas requieren a
los autores declarar la calidad que ellos consideran aceptable, por lo que
las conclusiones de muchos estudios publicados rara vez hacen referencia
a algin estandar o requisito de la calidad. La excepcion notable es la
revista Clinical Chemistry que comenzo en enero de 1999 a aconsejar a
los escritores contribuyentes a dar referencia de sus descubrimientos de
desempeno del método para estandares de la calidad definidos [2]. Aun
asi, pocos articulos siguen éste consejo.
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* Prepare una “pagina de datos” para resumir la informaciéon sobre los
experimentos. Liste los experimentos estandar que esperaria encontrar,
por €j., el rango reportable, la replicaciéon intradia (repetibilidad), la
replicaciéon interdia (Intermedia o intralaboratorio), la interferencia, la
recuperacion y la comparacién de métodos.

* Vea el informe publicado para localizar los diferentes experimentos,
resuma los factores fundamentales (nimero de especimenes de pacientes,
numero de replicados de mediciones, etc.), e identifique las fortalezas y
debilidades de los estudios publicados.

* Para un experimento de replicacion, valore la adecuaciéon de las
concentraciones de los materiales de control, la matriz de la muestra, el
periodo de tiempo del estudio y otras condiciones, tales como la cantidad de
lotes de reactivo distintos incluidos, el nimero de analistas involucrados,
etc. Tabule el nimero de mediciones, la media y la desviacién estandar
o el coeficiente de variaciéon de cada material.

« Para un experimento de interferencia, valore si las sustancias y las
concentraciones analizadas son apropiadas. Tabule la diferencia promedio
o el sesgo al estimar el error sistematico constante.

*  Paraunexperimentoderecuperacion, determine qué calculos se realizaron
(s1se calculd la recuperacion de la cantidad total medida o de la cantidad
anadida, siendo la ultima la forma correcta). Tabule el nimero de
experimentos y la recuperacién promedio. Calcule el error proporcional
(100—promedio %Recuperacion), luego multiplique porlas concentraciones
criticas de decisidon médica para estimar el error sistematico proporcional.

* Para un experimento de limite de deteccién, identifique claramente la
definicion del término particular utilizado y el enfoque experimental para
hacer la estimacién. Identifique las muestras analizadas, el nimero de
replicados de medicion y la ecuacion para calcular el limite de deteccion.

*  Para un experimento de comparacion, valore si el método de comparacion
por si mismo es una buena eleccion. Tabule el nimero de especimenes
de pacientes analizados por los dos métodos, el rango de concentracién
estudiado y la distribucién de los datos a lo largo de ese rango. Tabule los
resultados estadisticos (con estadisticos “t” y estadisticas de regresion).
Valores si las estadisticas de regresion lineal brindan estimaciones de
error confiables inspeccionando el grafico de comparaciéon y también
del valor del coeficiente de correlaciéon (que deberia ser 0.99 o mayor).
Cuando las estadisticas de regresion son confiables, estime la inexactitud
o el error sistematico a partir de la ecuacion ES = (a + bX ) — X , donde

“_»

a” es la interseccién-Y, “b” es la pendiente, y “X “ es la concentracién
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critica de decision médica. Si las estadisticas de regresion ordinarias no
proveen las estimaciones confiables de los errores, determine si el sesgo
de los estadisticos “t” seria confiable, lo que requiere que la media de los
resultados de comparacion sean cercanos a la concentraciéon de decision
médica de interés.

* Use la Carta de Decision del Método para evaluar si el desempeno del
método es satisfactorio para su laboratorio. Muestre las estimaciones
individuales de error sistematico o inexactitud (de los experimentos de
interferencia y recuperacién) como puntos en el eje de las ordenadas (Y);
muestre las estimaciones individuales de error aleatorio o imprecisiéon
como puntos en el eje de las abscisas (X). Valore el efecto combinado de
los errores aleatorio y sistematico graficando los puntos operativos cuya

[

coordenada en “y” es el sesgo o ES del experimento de comparacion de
(1)

métodos y cuya coordenada en “x” es el CV del estudio de replicacion
interdia.

*  Revise las conclusiones y las recomendaciones de los autores. Resuelva
las diferencias entre sus conclusiones y las de los autores. Identifique
los factores que seran fundamentales si analiza el método en su propio
laboratorio.

Aplicaciones en su propio laboratorio

Esimportante tener un entendimiento claro del proceso de validaciéon de métodos
y estar bien organizado al llevar a cabo los estudios experimentales. Un buen
mantenimiento de los registros es esencial para documentar las condiciones de
los estudios (nimeros de lote de reactivos, nimeros de lote de los calibradores,
recalibraciones, procedimientos de mantenimiento preventivo, cualquier cambio
en el método o accién correctiva).

+  Especifique cuidadosamente la aplicaciéon, metodologia y requisitos de
desempeno para el ensayo de interés. Establezca el requisito de la calidad
para el examen en forma de error total permitido (TE,), como se especifica
en muchos esquemas para la evaluacion d la competencia. Conduzca una
busqueda cuidadosa en la literatura y seleccione el método que tiene la
aplicacion y las caracteristicas metodologicas adecuadasy tiene unabuena
probabilidad de alcanzar el desempeno deseado.

*  Desarrolle un plan de validacién en base a las caracteristicas del examen
y del método que seran fundamentales para una aplicacién exitosa en su
laboratorio. Identifique los experimentos, especifique la cantidad de datos
a ser recolectados e identifique las concentraciones de decisiéon médica o
losrangos analiticos donde deben ser recolectados los datos. Establezca un
horario para que el personal pueda llevar a cabo los estudios de validacion.
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+ Implemente el plan de validacién de métodos preparando un conjunto de
hojas de calculo que definan la cantidad de datos a ser recolectados en los
diferentes experimentos. Estas hojas formalizaran la planificacién de los
experimentos y también facilitaran la recoleccion de los datos.

* La hoja de cdlculo de rango reportable deberia tener columnas para
los datos, el analista, la identificacién de la muestra, el valor conocido
o asignado, el resultado observado #1, el #2, el #3, el resultado
promedio y los comentarios. El nimero de filas dependera del nimero
de especimenes analizados, que estara por lo general entre 5 y 10.
También incluya informacion sobre la fuente de los especimenes, la
preparacion de los pools de especimenes, el fabricante y los nimeros
de lote de los materiales comerciales. Vea pagina 217.

+ Lahojadecdlculodereplicacion deberia tener columnas paralos datos,
el analista, el resultado del material 1, del material 2, (del material 3
s1 es necesario), y los comentarios. El nimero de filas deberia ser por
lo menos de 20. También incluya informacion acerca del fabricante y
los numeros de lote de los materiales de control analizados. Note que
usualmente necesitara unahoja de calculo para el estudio dereplicacién
intradia (repetibilidad) y un segundo estudio interdia (intermedio o
intralaboratorio). Vea pagina 218.

* La hoja de calculo de comparacion de métodos deberia tener columnas
para lafecha, el analista, el nimero de identificacién del espécimen, el
resultado del examen (valor y), el resultado del examen por el método
de comparacion (valor x), la diferencia (y-x), y los comentarios. Anada
columnasextra siserealizaran duplicados delas mediciones. Elniimero
de filas deberia ser por lo menos de 40. Vea paginas 219-220.

+ Comience a graficar los datos del estudio de comparacion diariamente
conforme se van obteniendo. Identifique valores discrepantes y repita
esos examenes por ambos métodos. Un grafico de diferencia remarcara
éstas discrepancias mas claramente que un grafico de comparacion, pero
se puede usar cualquiera o ambos para éste proposito.

* Realice los calculos estadisticos que son apropiados para los datos
recolectados en los diferentes experimentos.

* Use la Carta de Decisién de Método para valorar si el desempeno del
método es satisfactorio para su laboratorio.

*  Documente los estudios de validaciéon de métodos. Si el desempeno del
método es aceptable, prepare un procedimiento para documentar el
proceso de validacion estandarizado. Prepare materiales de docencia
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para capacitaciones. Selecciones los materiales de control, las reglas de
control y el nimero de mediciones de los controles adecuadamente para
monitorear el desempeno en condiciones de rutina.

Adaptaciones para aplicaciones de laboratorios
individuales

Debemos reconocer que la situacién de cada laboratorio podria ser diferente, por
lotanto, se puedenrealizar diferentes adaptaciones en diferentes laboratorios. El
enfoque que proponemos es mantener los principios del proceso de validacion de
métodos, mientras hacemos el trabajo experimental tan eficiente y tan practico
como sea posible. Se presentan algunas ideas aqui en relacion al alcance de los
estudios, las habilidades personales y las técnicas de analisis de datos.

+ El alcance de los estudios podria ajustarse a la informacién disponible
en la literatura cientifica. Se puede realizar un trabajo minimo cuando
se han publicado estudios minuciosos. Siempre realice un experimento
de linealidad o rango reportable y un estudio de replicacién por lo menos
durante diez dias. Reduzca el numero de pacientes a emplear en el
estudio de comparacién de métodos a 20 especimenes teniendo el cuidado
de cubrir el rango reportable de manera homogénea con las diferentes
concentraciones de los especimenes seleccionados. Minimice el uso de
los estudios de recuperacion y de interferencia. Del mismo modo, cuando
reemplace un método o uninstrumento con el mismo método o instrumento,
o similar, su experiencia previa en el laboratorio le permitira reducir la
cantidad de datos necesarios para validar el nuevo método o instrumento.

*  Nuevas tecnologias o cambios en los principios del método o de medicién
requerira estudios de validacion mas extensivos. Se debe evaluar
criticamente las nuevas metodologias que apenas estan saliendo y no han
sido muy difundidas. Si el laboratorio esta involucrado en “examenes de
campo” de un fabricante, se requeriran estudios incluso mas extensivos,
mucho mas alla de los minimos sugeridos aqui para los estudios de
validacion basica de métodos.

+ El personal del laboratorio involucrado en los estudios de validacién de
métodos puede tener una experiencia heterogénea (variable). Sin embargo,
esimportante tener al menos un analista conlas habilidades para organizar
los estudios, especificar la cantidad de datos a ser recolectados, monitorear
los datos durante su recolecciéon para identificar problemas obvios del
método, inspeccionar cuidadosamente los datos para identificar los
resultados discrepantes, analizar apropiadamente los datos estadisticos,
interpretar criticamente los resultados y hacer cualquier cambio o ajuste
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necesario al plan de validacién. Otros analistas podrian llevar a cabo los
experimentos y tabular los datos. La participacion de varios analistas va
a generar estimaciones mas realistas de la imprecision esperada bajo las
condiciones de operacién de rutina del método.

+ El analisis de los datos debe ser comprendido por los analistas del
laboratorio, si la informacién no es correctamente interpretada, las
decisiones sobre el desempeno del método pueden ser incorrectas. Los
datos que surgen de la comparacion de métodos son mas dificiles de
analizar. Debe prepararse siempre un grafico a partir de los datos. Se
prefieren generalmente las estadisticas de regresion, pero los estadisticos
“t” podrian ser suficientes cuando se obtiene la estimacién del sesgo a una
media que es muy cercana al nivel de decision médica. Vea los capitulos
8, 12 y 18 para lineamientos mas detallados del analisis de datos.

Referencias:

1. Westgard JO. A method evaluation decision chart (MEDx) Chart for judging
method performance. Clin Lab Science 1995;8:277-83.

2. Information for authors. Journal of Clinical Chemistry
http://www.clinchem.org/info_ar/anal_meth.shtml

Referencias en Linea

A method evaluation decision chart for judging method performance
http://www.westgard.com/downloads/

Method Decision Chart spreadsheet
http://www.westgard.com/downloads/

Points of Care in using statistics in method comparison studies
http://www.westgard.com/essay19.htm
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Experimento
Rango Reportable Ensayo:
Meétodo:
Materiales:
# |Fecha|Analista|ID Muestra| Valor Asignado|Resultado 1|Resultado 2 |Resultado 3 |Promedio | Comentarios
1
2
3
4
5
6
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Experimento
de Replicacion

Ensavo:

Metodo:

Materiales:

Facha

Hora

Analizta

Resultado
Material 1

Resultado
Material 2

Resultado
Material 3

IComentariog

[ =]

LA

10

11

13

14

et
LA

16

17

18

15
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Experimento

Comparacion Parte I Enzavo:
Meatodo:
Materiales:

. Fesultado d= hMatodo | Resltado d= Matodo d=| . .
# 3 Jili e - £ (-x) .
Fzcha|Analista) IT Muestra Evaluado (v) Comparacion (x) Dif (v-x) |Comentario:

ka

LA

10

11

13

14

[
LA

16

17

13

19
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Experimento

Comparacion Parte 11

Ensayo:

Método:

Materiales:

Fecha

Analista

ID Muestra

Resultado de
Método Evaluado

Resultado de Método de
Comparacién (x)

Dif (y-x)

Comentarios

10

11

12

13

14

15

16

18

19

20
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18: ¢ Como usa la estadistica en el Mundo Real?

Este capitulo le otorgara una ultima dosis de estadistica. La mayoria de los
estudiantes aprenden estadistica lentamente, unas pocas ideas a la vez. Toma
varias dosis incrementar los conocimientos de estadistica de una persona y
mejorar sus habilidades para interpretar la estadistica correctamente. Algunas
veces se trata de escuchar o ver la informacién presentada de diferente forma.
Esta es otra forma de trabajar a través del uso correcto y una interpretacion
apropiada de las estadisticas generadas a partir de los estudios de comparacion
de métodos.

Objetivos:
* Repasarelusodelaestadisticaenlosestudios de comparacién de métodos.

* Resumir consideraciones importantes para el uso apropiado de las
estadisticas de regresion.

+ Identificar cuando es necesario utilizar técnicas de regresiéon mas
sofisticadas como la regresion de Deming o el modelo de Passing-Bablock.

Materiales del capitulo:

+ Aspectos a considerar en el uso de las estadisticas en los
estudios de comparacion de métodos, por James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

+  KEstudiar los materiales.

* Revisar un estudio de validacion de métodos publicado y criticar la
aplicacion de la estadistica.
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Preguntas de Autoevaluacion:

Elanalisis de regresion lineal para una prueba de hemoglobina glicosilada
muestra los siguiente: Nuevo Método (Y) = 0.93 Viejo método (X) + 0.29
(r=0.992). ;Cual es el estimado para la pendiente y cudl es el estimado
para el intercepto-Y?

+ ¢/Son confiables los estimados para la pendiente y el intercepto-y?

+ (Deberiausted emplearlaprueba-toBland Altman enlugar delaregresion
lineal simple?

(Deberia usted usar la regresiéon de Deming o el modelo Passing-Bablock
en lugar de la regresion lineal simple?
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Validacién de Métodos:
Algunos Aspectos a Considerar en el uso de

las estadisticas en la validacion de métodos
James O. Westgard, PhD

Esta es una actualizacion de otra version de una editorial aparecida en Noviembre de 1998 en un ejemplar
de la revista “Clinical Chemistry”, volumen 4, paginas 2240-2242.

Como quimicos clinicos y cientificos de laboratorio, a menudo nos preocupamos
cuando personal que tiene poca experiencia y entrenamiento en el laboratorio
comienza a realizar examenes de laboratorio, tales como las aplicaciones de
Point of Care. Si bien hoy en dia puede ser facil realizar esos examenes con los
sistemas analiticos modernos disponibles, aun hay cosas que pueden salir mal.
Nosotros esperamos que algun tipo de sistema de la calidad se use para verificar
que todo esta funcionando correctamente con los analisis de Point of Care.

Imagine usted como se sienten los estadisticos considerando que tenemos en
nuestras manos programas estadisticos muy poderosos. Estos programas hacen
que sea muy simple cargar un conjunto de datos y luego asi calcular una gran
variedad de estadisticos aunque no sepamonos que representan o para que se
emplean. Debemos verificar que en nuestros laboratorios estamos trabajando
el analisis estadistico de los datos de manera apropiada.

En un ejemplar de “Clinical Chemistry” aparecido en Noviembre de 1998,
Stockl, Dewitte and Thienpont
[1], senalaron que la calidad Gra’ﬁco de Comparasio’n
de los datos puede ser mas im-
portante que la calidad de la
técnica de regresion (es decir,
regresion lineal simple versus
regresion de Deming versus el
modelo Passing-Bablock). En
la revista Clinical Chemistry
el proce-dimiento estandar
para analizar los datos de un
experimento de comparacion
de métodos ha sido preparar
un grafico de compasiéon que
muestre los resultados del
método evaluado en el eje “Y”

y los resultados del método de Método de Comparacion
comparacion en el eje “X” y

etodo a evaluar
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luego calcular las estadisticas de regresion para hallar la mejor linea de ajuste
para los datos. Diferentes modelos de regresién pueden ser apropiados, depen-
diendo de las caracteristicas de los datos; particularmente el rango analitico
que es cubierto considerando los valores del ensayo que son criticos desde un
punto de vista clinico.

En varias citas bi- ’ . .
bliograficas [2], existe GI’(IﬁCO de leerencm

una tendencia a desalen-
tar el uso del analisis de
regresion y se sugiere su
reemplazo por una simple
representacion grafica de
los datos dela comparacién
de métodos con el formato
deungrdficodediferencias
(Difference Plot), enel cual
serepresentala diferencia
entrelos valores obtenidos
entre el método a evaluar
y el de referencia en el
eje “Y” versus los valores
obtenidos por el método
de referencia en el eje “X”,
en el caso de contar con
un método de referencia,
o la diferencia entre los valores obtenidos entre el método a evaluar y el de
comparacion en el eje “Y” versus la media de los valores del método a evaluar
y de comparacion en el eje “X”. Se conoce a este grafico como Bland-Altman [3].
Hyltoft-Petersen y colaboradores [4] han demostrado que el grafico de diferencias
debe ser cuidadosamente interpretado para tomar una decisién objetiva sobre
el desempenio de un método. No es tan simple utilizar este grafico de diferencias
cuando debe realizarse una interpretacién objetiva para evaluar el desempeno
de un método.

Método a evaluar - Métodos de comparacion

Meétodo de Comparacion

A pesar de estos informes y recomendaciones recientes sobre uso de las
estadisticas, muchos analistas e investigadores todavia tienen dificultades con
los datos de comparacion de métodos. Nosotros hemos estudiado eso problemas
hace treinta anos [5]. Muchos de los problemas que observamos hace tiempo,
son similares a los problemas que existen hoy en dia, la diferencia es que ac-
tualmente existen programas de computacion que simplifican mucho los calcu-
los. No ha habido mucha mejora, si es que hubo alguna, en los conocimientos y
habilidades sobre estadistica basica en los laboratorios ala fecha, no solamente
para los estudio de validacion de métodos sino también para control estadistico

pagina 224



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

de la calidad. Esto no significa que no ha habido mejoras en la teoria y que no
han sido publicadas recomendaciones en la literatura, mas bien implica que
las practicas de laboratorio no han cambiado mucho realmente.

Por lo tanto aun necesitamos prestar mucha atencion para juntar, analizar
e interpretar los datos de los estudios de comparacion de métodos. Aqui pre-
sentamos algunos puntos sobre los que debemos prestar cuidado:

Punto N° 1: Usar la estadistica para brindar un estimado de los errores,
nocomo unindicador de aceptabilidad. Tal vez este sea el punto principal
para tener un sentido practico sobre el uso de las estadisticas en los estudios
de comparaciéon de métodos. Recuerde que el propésito de los estudios de
validacion es estimar o validar las especificaciones para los parametros
de desempeno del método. [Ver El significado secreto mas interno, oculto y
profundo.] Las caracteristicas de aplicaciéon y metodolégicas deberian ser
consideradas durante el proceso de selecciéon del método. [Ver Seleccionando
un método para validar.] Las estadisticas son simples herramientas para
cuantificar el tamano de los errores a partir de los datos recolectados durante
los experimentos de validacién de métodos. [Ver Conjunto de herramientas
para el analisis de datos].

Las estadisticas no van a decirle a usted directamente si un método
es aceptable, sile van a brindar estimados de los errores que le permitiran
a usted evaluar la aceptabilidad del método en estudio. Usted hace esto
comparando la magnitud del error observado con el tamano del error que
podria ser tolerado sin comprometer la interpretacion clinica de los resul-
tados del examen. El desempeno del método no es considerado aceptable
cuando la magnitud del error observado es mayor al tamano del error que
podria ser tolerado. El proceso de decision puede ser facilitado empelando
un criterio matematico [6] o a partir del uso de herramientas graficas [7].
[Ver La decision sobre el desempernio del método.]

Punto N° 2: Reconocer que el propésito principal del experimento de
comparacionde métodos esobtener un estimado del error sistematico
o Sesgo. El experimento de comparacion de métodos se realiza para estudiar
la exactitud de un nuevo método. [Ver El plan experimental.] Es fundamental
obtener informacién sobre el error sistematico promedio o sesgo. También
es util para identificar la naturaleza proporcional o constante del error
sistematico y para cuantificar el error aleatorio entre ambos métodos.
Conocer la naturaleza del error es importante porque nos orienta a tomar
acciones especificas en el laboratorio para controlar el error total del proceso
de analisis (por ejemplo, reducir el error sistematico proporcional mejorando
la calibracion del método). El error total es importante para juzgar sobre la
aceptacion del método y puede ser calculado a partir de sus componentes
(errores sistematicos y aleatorios).
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PuntoN°3:Obtener estimaciones del error sistematico a concentraciones
que representen o estén proximas a niveles de decision médica.
La recolecciéon de especimenes y la seleccion de las estadisticas pueden
ser optimizadas considerando la concentracién o concentraciones donde la
interpretacion de los resultados va a ser mas criticamente interpretada desde
un punto de vista médico. [Ver el resumen de Niveles de decision médica
por Dr. Bernard Statland.] Si existe una tnica concentraciéon de decision
médica los datos para la comparacién de métodos deben ser obtenidos cerca
de ese valor (es decir que no va a ser necesario un amplio rango de datos)
y el grafico de diferencias va a ser de utilidad (junto con la estimacién del
sesgo a partir de los estadisticos “t”, ver el punto N° 8 mas abajo). Si hay
dos 0 mas concentraciones que representen niveles de decisiéon médica, es
recomendable obtener especimenes que cubran el rango analitico del método,
usar un grafico de comparaciéon para visualizar los datos, y calcular las
estadisticas de regresion para estimar el error sistematico a cada nivel de
decisiéon médica.

Punto N° 4: Cuando existe un Gnico nivel de decision médica hacer la
estimacion del error sistematico cerca de la media de los datos. El
principal aspecto a tener en cuanta cuando existe un tnico nivel de decision
médica es juntar los datos alrededor de ese nivel de decisién. La eleccién
de las estadisticas no va a ser critica cuando hay un tnico nivel de decisién
médica relevante y esta proximo a la media de los datos. La estimacién del
Sesgo a partir de la prueba-t para datos apareados y le estimacién del error
sistematico a partir de las estadisticas de regresiéon van a generar la misma
estimaciéon del error.

[Nota de explicacion: El sesgo es la diferencia entre las medias de
dos métodos (Sesgo = Yprome dio —Xprome 4o 1o cual es equivalente al promedio
de las diferencias calculadas de los pares de datos a partir de la prueba-t.
Con las estadisticas de regresion, el error sistematico (ES) es estimado a
una concentracion critica dada, X, como sigue: ES =Y — X, donde Y, es
calculado a partir de las estadisticas de regresion por la ecuacion Yc = a +
b.Xc, donde “a” es el intercepto-Y y “b” es la pendiente de la linea de regresion.
En la regresion lineal simple, la pendiente se calcula en primer lugar, luego

se determina el intercepto-Y a partir de la siguiente ecuacién: a = Yp

romedio

b.X .. Cuando en nivel de decisién es igual a X . ,entonces él ES=(a+
promedio promedio

b.X )-X =Y - —b.X . +b.X =X =Y - .
promedio prpmedlo promedio promedio promedio promedio promedio promedio

, es decir el mismo estimado del error sistematico sera obtenido a partir de
las estadisticas de regresion y las estadisticas de la prueba-t, aiin cuando
el rango de datos evaluados sean pequenio y los valores para pendiente e
intercepto-Y no son confiables.]
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Punto N° 5: Cuando existen dos o mas niveles de decisién médica,
utilice el coeficiente de correlacion, “r”, para evaluar si el rango
de datos es el adecuado para utilizar el modelo de regresion lineal
simple. Como fue confirmado por Stockl, Dewitte, y Thienpont [1], cuando
“r’ es 0.99 o mayor, el rango de datos deberia ser lo suficientemente ancho

para que el modelo de regresién lineal simple brinde estimados confiables

para la pendiente y el intercepto-Y. Resaltan que que si “r” es menor que

0.975, los estadisticos generados a partir de la regresién lineal simple no

seran confiables y sugieren mejorar el rango de datos o recurrir a modelos

de regresion alternativos mas apropiados para esta situacion. Note que no
se utiliza “r” para evaluar la aceptacién del desempeno del método, pero si
es utilizado para evaluar la aceptacion del rango de datos utilizado para

calcular las estadisticas de regresion.

Punto N°6: Cuando el valorde“r” es alto, utilice el grafico de comparacion
junto conlasestadisticasdelaregresionlineal simple. Laconfiabilidad
de la pendiente y del intercepto-Y son afectadas por datos aberrantes y
errores de no linealidad asi como también por el rango de concentraciones de
los datos [5]. Los datos aberrantes deben ser identificados preferiblemente
en el momento graficando de manera inmediata los datos en el grafico de
comparacion; los datos discrepantes deben ser investigados mientras los
especimenes aun estan disponibles. El error por no linealidad puede ser
1dentificado a partir de la visualizacién del grafico de comparacién, el rango
de concentraciones puede serrestringido al segmento lineal, ylas estadisticas
recalculadas. Stockl, Dewitte, y Thienpont [1] recomiendan usar el grafico
de residuales como parte de analisis de regresion e inspeccionar la secuencia
de 1nicio de los residuales para realizar esta evaluacion.

Punto N° 7: Cuando “r” es pequeno, mejore el rango de concentraciones
de los datos o cambie el modelo estadistico de regresion. Considere
alternativas para mejorar el rango de concentraciones delos datos, reduciendo
la variacién del método de comparacion haciendo replicados, estimando el
error sistematico parala media delos datos, dividiendo los datos en subgrupos
cuyas medias coincidan con los niveles de decisiéon médica (los cuales pueden
ser luego analizados empleando la prueba-t y el grafico de diferencias) o
empleando técnicas deregresiéon mas sofisticadas. Stockl, Dewitte, y Thienpont
[1] hallaron que el modelo de regresion de Deming es mas satisfactorio que
la técnica de Passing-Bablock. Note que estas técnicas de regresion no estan
siempre disponibles en los programas ordinarios de estadistica aunque si
podra hallarlas en programas espacialmente disefiados para la estudios de
validacion de métodos de laboratorio.
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PuntoN°8: Cuando“r” esbajoy se utiliza el grafico de diferencias, calcule
las estadisticas a partir de la prueba-t para obtener una estimaciéon
cuantitativa del error sistematico. Planteado el objetivo principal de
estimar el error sistematico a partir de los datos del estudio de comparacién
de métodos, la utilidad del grafico de diferencias por si solo es cuestionable
ya que la interpretacion visual seré influenciada principalmente por la
dispersion o error aleatorio observado entre los métodos. El sesgo, o promedio
de las diferencias a partir de los resultados de los pares de datos deberia ser
calculado. Los programas de computacion para calcular las estadisticas de
la prueba-t van a darnos esta estimacion junto con el desvio estandar de las
diferencias, el cual da una estimacion cuantitativa de la dispersion entre los
métodos. Note que esa dispersion entre métodos depende de la imprecision del
método evaluado, la imprecision del método de comparacion e interferencias
que afectan a los especimenes individuales de distinta manera por los dos
métodos. El valor “t” considerado individualmente es un cociente entre el
error sistematicoy el error aleatorio, y es principalmente Gitil para determinar
si se ha recolectado una cantidad suficiente de datos para hacer confiable
a la estimacion del sesgo (nuevamente evite usar las estadisticas como un
indicador parala aceptabilidad del método). Mientras Bland-Altman también
recomiendan el calculo de la media de las diferencias y la desviacién estandar
de las diferencias y sugieren que la media de las diferencias mas menos dos
desviaciones estandar (+ 2S) sean trazadas en el grafico [3], es incorrecto
juzgar la aceptabilidad de las diferencias observadas por comparacion con
ellas mismas. Para acceder a una discusiéon mas profunda sobre como juzgar
la aceptacion de un método sobre la base de los graficos de diferencias vea
Hyltoft-Petersen y colaboradores [4].

PuntoN°9: Cuando existan dudas sobrelavalidezdelatécnicaestadistica
empleada, vea si los resultados obtenidos a partir de las distintas
técnicas modifica la decision sobre la aceptacion del desempeno del
método. Ya que es muy facil realizar los calculos a partir de los programas
de estadistica disponibles, se pueden compara como los resultados obtenidos
a partir de la distintas técnicas de regresion afectan la interpretacion del
desempeno del método. Si la seleccion de la técnica estadistica afecta su
decision sobre la aceptabilidad del método, entonces tenga cuidado. Por lo
general lo mejor sera juntar mas datos y asegurarse que la interpretacién
de esos nuevos datos satisfacen las conclusiones de la técnica de analisis
seleccionada.

Punto N°10: Planifique el experimento cuidadosamente y junte los datos
necesarios considerando la técnica estadistica que va a usar. Usted
puedejuntarlos datos para ajustarlos alas necesidades del modelo estadistico
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empleado o cambiar el modelo estadistico para compensar la limitacién de
los datos. Una correcta comprension del uso y aplicacién de las estadisticas
le va a ayudar a planificar los experimentos y minimizar las dificultades que
pudiesen surgir en la interpretacién de los resultados. [Ver El experimento
de comparacion de métodos] Si1usted esta estableciendo un proceso estandar
para la validacion de métodos en su laboratorio, seria aconsejable hacer un
esfuerzo para juntar los datos apropiados, esta es mirecomendacién personal
para los laboratorios del area de la salud. Este enfoque de obtener los datos
correctos implica tomar la muestra apropiada, en las condiciones correctas,
procesar las muestras correctamente, operando el método o sistema analitico
en condiciones representativas y analizar la muestra del paciente con un
proceso que se encuentre bajo control estadistico. Este punto requiere mucho
cuidado y deberia tenar la mas alta prioridad. Las estadisticas no tiene
sentido si usted no tiene realmente cuidado con los datos.

En términos de gestiéon de la calidad, el uso correcto de las estadisticas es
un problema crénico que continuara generando problemas hasta que sea resuelto.
El proceso que necesita ser mejorado es el proceso de educacién y entrenamiento
en las areas de quimica clinica, patologia clinica y laboratorio clinico. Existe
una deficiencia en una competencia basica — la habilidad de usar la estadistica
basica para los estudios de validaciéon de métodos y control estadistico de la
calidad. Para corregir esta deficiencia se necesitan cursos para estudiantes en
formacién, talleres de educacién continua y seminarios para profesional que ya
estan en el campo, asi como la publicacion de articulos en literaturas cientificas
para recordarle a los investigadores las dificultades y problemas. Con el acceso
que en la actualidad nos brinda Internet, cursos basicos de entrenamiento y
herramientas de software pueden ser enviadas a quien las quiera donde quiera
y cuando quiera.
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19: ¢, Como pueden ser verificadas las
especificaciones de desempeno de los
fabricantes?

En este capitulo el Dr. Neill Carey, presidente del comité de la CLSI EP 15 que
redactod loslineamientos para la guia “Verificacion del usuariode las caracteristicas
de desempenio de precision y veracidad declaradas por el fabricante” colabora con
el Dr. Westgard para describir el protocolo y el analisis de datos recomendado
a los laboratorios para verificar las especificaciones de desempeno declarados
por los fabricantes.

Objetivos:
Comprender el protocolo experimental de la guia EP 15 para precision y
veracidad.

Aprender como realizar los calculos de la EP 15 empleando una planilla
de calculo de Excel.

Aprender como realizar los calculos para “veracidad” usando la prueba-t
p p p
para datos apareados con una hoja de calculo.

* Aplicar los lineamientos de la EP 15 para verificar las especificaciones
de desempeno de los fabricantes para precision y veracidad.

Materiales del capitulo:

VM-EP 15 Guia para verificar las especificaciones de
desempeno declarados por el fabricante para precision y
veracidad, R. Neill Carey, PhD, y James O. Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

Configurar los calculos de la guia EP 15 para precision empleando una
hoja de calculo.

+ Configurar los calculos para la prueba-t con datos apareados empleando
una hoja de calculo.

Verificar los calculos de su hoja de calculos empleando el conjunto de
datos ejemplo de la guia EP 15.
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Preguntas de Autoevaluacion:

* (/Qué es lo que hace al protocolo EP 15 atractivo para los laboratorios?

+ ¢Cuales son las dificultades potenciales en la implementacion del EP 15?
* (Qué es la precision intra laboratorio?

* (/Qué es veracidad?

(Cual esel modelo estadisticorecomendado por el EP 15 paralaestimacion
del sesgo?
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Validacidon de Métodos:
Guia para verificar las especificaciones de
desempeno declarados por el fabricante para
precision y veracidad
R. Neill Carey, PhD, y James O. Westgard, PhD

Propésito

Hoy en dia los laboratorios trabajan con la presion de gestionar a la calidad al
menor costo posible. Esta cuestion de costos también alcanza a los estudios de
validacién de métodos. /,Cual es el estudio minimo necesario para satisfacer el
requisito regulatorio de verificar las especificaciones de desempeno declaradas por
los fabricantes? Esta cuestion fue abordada directamente en la guia de la CLSI
EP 15: “Verificacién del usuario de las caracteristicas de precisién y veracidad
declaradas por el fabricante.”[1]

Este documento de CLSI fue desarrollado por un comité formado por
usuarios de los laboratorios, profesionales, fabricantes y el gobierno. El proceso
de CLSI implica revision por pares de la guia recomendada por votacion oficial
de sus miembros. Una vez aprobada, la guia representa “buenas practicas de
laboratorio” que son aceptadas por la comunidad profesional, organismos de
acreditacion e inspeccion, asi como también por el gobierno. El laboratorio solo
necesita referenciar el EP 15 para justificar el uso de este protocolo para satis-
facer las regulaciones de CLIA para la validacién de nuevos métodos.

De acuerdo al subcomité de la EP 15 el propésito de este documento
es el siguiente:

“El subcomité tuvo dos metas principales durante el desarrollo de la EP 15.
Una fue desarrollar un protocolo de examen que fuera lo suficientemente
simple para ser aplicado en laboratorios de una gran variedad de recursos
y complejidad, desde los pequenos laboratorios ubicados en las salas de los
patdlogos hasta los grandes laboratorios clinicos. La segunda meta fue
desarrollar un protocolo lo suficientemente riguroso como para brindar
conclusiones estadisticamente validas para los estudios de verificacién. Para
cumplir con esas dos metas el subcomité desarrollé un protocolo de examen
de cinco dias y hojas de trabajo simplificadas para juntar todos los datos,
realizar calculos estadisticos y trabajar las pruebas para evaluar la precision
y veracidad observadas. Se brinda una hoja de calculo para simplificar y
estandarizar los calculos estadisticos y pruebas para la precisién y veracidad
observadas.”
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“Este documento fue disefiado para ser usado primariamente cuando un
método ya establecido (validado por el fabricante) es inicialmente puesto
en funcionamiento en el laboratorio. También puede ser empelado para
verificar el desempeno de un método después de la implementacién de una
accion correctiva posterior a una falla en una encuesta de un esquema de
evaluacion de la competencia.”

Alcance y Definiciones

El EP 15 ha sido disefiado para que los laboratorios verifiquen que sus métodos
tienen un desempeno comparable al desempeno declarado por el fabricante en
sus especificaciones. Otros documentos de CLSI ofrecen lineamientos a los
fabricantes para establecer sus caracteristicas de desempefio para precision

(EP 5) [2] y veracidad (EP 9) [3].

El EP 15 brinda un protocolo y analisis de datos para verificar las espe-
cificaciones de desempeno del fabricante para repetibilidad, precisién intra
laboratorio y veracidad. Estas caracteristicas de desempenio estan definidas en
el EP 15 de la siguiente forma:

 Repetibilidad (de los resultados de una mediciéon): Proximidad
o acuerdo entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo
mensurando llevadas a cabo bajo las mismas condiciones de medicion.
NOTA: Formalmente se empleaba el término de precisién intra corrida
o intra serie.

* Condiciones de Repetibilidad: Condiciones a partir de las cuales
resultados independientes de un ensayo son obtenidos con el mismo
método sobre el mismo material en el mismo laboratorio por el mismo
operador usando el mismo equipo en un periodo corto de tiempo.

e Precision Intra laboratorio: Precisién obtenida en un periodo
determinado de tiempo; operadores, calibracién y lotes de reactivos pueden
variar dentro del mismo laboratorio y usando el mismo equipo. NOTA:
Formalmente se utilizaba el término de precision total.

e Veracidad (de una medicion): Proximidad o acuerdo entre el valor
promedio obtenido a partir de una serie de resultados obtenidos sobre el
mismo material y un valor de referencia aceptado. NOTA: La medida de
la veracidad se expresa usualmente en términos de sesgo.

El EP 15 describe tres protocolos: uno para precision basado en el analisis
de tres replicados sobre un material de control durante cinco dias; otro para
veracidad basado en el analisis de 20 especimenes de pacientes; y un tercer
protocolo de veracidad basado en el analisis, por lo menos, de dos materiales de
referencia con valores verdaderos asignados.
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EP 15 Protocolo de Precision

Se especifica un periodo de familiarizaciéon para aprender a operar el sistema
analitico, incluyendo calibracion, procedimientos de mantenimiento y
procedimientos de monitoreo (control estadistico interno de la calidad). Los
procedimientos de control de la calidad recomendados por el fabricante van a ser
usados para monitorear el desempeno del sistema analitico durante el desarrollo
del protocolo EP 15. Los materiales de control a utilizar en el protocolo deben
ser seleccionados considerando que sus concentraciones deben estar proximas
o representar niveles de decision médica. Las concentraciones de los materiales
de control también deben estar proximas a las concentraciones empleadas por
los fabricantes al momento de establecer sus especificaciones para precision.
Si es posible, deberian ser los mismo materiales que empleo el fabricante al
momento de establecer sus especificaciones, o muy similares (matriz similar).
El protocolo de examen [1] es el siguiente:

1. “Analizar una corrida por dia con tres replicados por muestra para cada una
de las dos (o tres) concentraciones seleccionadas a diario durante cinco dias.

2. Siunacorrida debe ser rechazada a causa de los resultados del procedimiento
de control interno de la calidad o dificultades operativas, descartar los datos
y agregar una corrida adicional.

3. Incluir dentro de la corrida analitica del protocolo los controles diarios para
monitorear el desempeno del método durante el protocolo.

4. Las muestras para veracidad deben ser incluidas dentro de la misma corrida.

5. Calibrar como especifica el fabricante en sus instrucciones para la operacion
rutinaria método en el equipo. Siel fabricante menciona en sus especificaciones
de desempeno que los datos para precision fueron obtenidos considerando
ciclos multiples de calibracion, entonces el operador puede elegir calibrar
también durante el experimento.”
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EP 15 Ecuaciones para los Calculos de Precisién

S intra corrida (S,), Varianza para las medias diarias (S ?), S
intra laboratorio (S,), y grados de libertad efectivos (T).

Z Zn: (Xdi _ id)z

g = Ecuaciéon 1
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Dénde D Numero total de dias,
N numero total de replicados por dia,
X, resultado del replicado “1” del dia “d”,
X . media de los resultados del dia “d”,

X media de todos los resultados.
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Calculode Datos. E1 EP 15 brinda estimaciones pararepetibilidad (S ) y precision
intra laboratorio (S). Las ecuaciones son algo complicadas, como puede verse en
la pagina 236. Los calculos implican determinara las varianzas intra corrida y
entre corridas, luego combinar las dos para conseguir la varianza total, la cual
es la base para calcular el desvio estandar intra laboratorio (S,)). Recuerde que
la varianza es el cuadrado de la desviacién estandar, por lo tanto la precisién
intra laboratorio es la raiz cuadrada de la varianza total del laboratorio. Hay
una hoja de trabajo en el EP 15 que lo orienta pasa a paso en estos calculos y
ademas hay un ejemplo demostrando todos estos calculos.

El EP 15 hace referencia a una hoja de calculo comercial para realizar
estos calculos, pero la CLSI aun no ha lanzado esta herramienta de calculo
hasta comienzos del 2008. Por esta razon, abajo damos algunos lineamientos
para realizar calculos. Si usted tiene acceso a una herramienta de calculo para
EP 15, estos lineamientos no le seran necesarios y usted solamente necesita
comprender los resultados y como son los mismos interpretados para verificar
las especificaciones de desempeno de los fabricantes.

Calculos empleando Excel. Un ejemplo a partir de un conjunto de datos
simulados para EP 15 aparece en la proxima figura, la cual también describe
como fueron realizados esos calculos empleando una hoja de calculo de Excel.
Solo con el propésito de simplificar los calculos es conveniente ingresar los
tres replicados en una columna para cada uno de los cinco dias. La media y la
desviacion estandar (S) para cada dia puede ser calculada para cada dia usando
las funciones PROMEDIO y DESVEST disponibles en Excel. La Giltima columna
(G) muestra la varianza de la corrida, obtenida al elevar al cuadrado el S de la

A B k= D E F G
1 EP 15 Precision
2 |Numero de Replicados 3
3 MNumero de Dias 5
4 Rep.1 Rep.2 Rep.3  Mediade lacorrida DEde lacorrida Varianza
5 Dia1l 140 140 140 140.000 0.000 0.000
& |Dia2 138 139 138 138.333 0.577 0.333
7 |Dia3 143 144 144 143.667 0.577 0.333
8 |Diad 143 143 142 142.667 0.577 0.333
9 |Dias 142 143 141 142.000 1.000 1.000
10
11 Media promedio =promedio(E5:E9) 141.333
12 Varianza Intra corrida (Vr) =promedio(G5:G9) 0.400
13 'S Intra corrida =raiz(E12) 0.632
14 5 Entre corrida =desvest(E5:E9) 2.147
15 Varianza Entre corrida (Vb) =E14*E14 4.611
16 Cociente Vr/Vb +E12/E15 0.087
17 Varianza Total ((B2-1)/B2)*E12+E15 4.878
18 S del Laboratorio =raiz(E17) 2.209
19 CV del Laboratorio (E18/E11)*100 1.563
20
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corrida presente en la columna anterior (F).

Con lainformacién dela figura de arriba, las estimaciones de repetibilidad y
precision intra laboratorio pueden ser calculadas siguiendo los siguientes pasos:

Obtener la media promedio usando la funcién de Excel PROMEDIO para
los datos comprendidos entre las celdas E5y E9 (141.333 mg/dL para este
ejemplo de EP 15 de glucosa).

Obtener la varianza intra corrida promedio empleando la funciéon
PROMEDIO de Excel para los datos comprendidos entre las celdas G5 y
G9. (0.400 mg?/dL? para este ejemplo)

Obtener la raiz cuadrada de la varianza intra corrida promedio de la celda
E12 aplicando la funcién de Excel RAIZ. (0.632 mg/dL, que es el desvio
estandar intra corrida, es decir en condiciones de repetibilidad)

Calcular el desvio estandar entre corridas S usando la funcién de Excel
DESVEST para los datos comprendidos entre las celdas E5y E9. (2.147
mg/dL para este ejemplo)

Elevar al cuadrado el valor obtenido en la celda E14 empleando la funcién
de Excel POTENCIA y asi obtener la varianza entre corridas. (4.611 mg2/
dL2 para este ejemplo)

Calcular el radio entre la varianza intra corrida (V) celda El12 y la
varianza entre corridas (V,) celda E15.(0.087 para este ejemplo)

Calcular la varianza total partir de las varianzas intra corrida (V) y la
varianza entre corridas(V,) ; Nota: Esto se hace multiplicando la varianza
intra corrida (V. de la celda E12) por un factor (n-1)/n (dénde n es el
numero de replicados que se ingresé en la celda B2) y luego sumando el
valor de la varianza entre corridas (V, de la celda EP 15).(4.878 mg2/dL2
para este ejemplo)

Calcular el desvio estandar S intra laboratorio aplicando la funcién de
Excel RAIZ al valor obtenido en la celda E17.(2.209 mg/dL que es el desvio
estandar intra laboratorio)

Calcular el coeficiente de variacién intra laboratorio CV dividiendo el
valor del desvio estandar intra laboratorio obtenido en la celda E18 por
la media obtenida en la celda E11, y multiplicando al nimero resultante
de ese cociente por 100. (1.563 % para este ejemplo)

El ejemplo de esta hoja de calculo fue configurado para un diseno de tres
replicados durante 5 dias, no obstante mas replicados pueden ser anadidos
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insertando columnas después de la Repeticién (Rep.) 3, columna D y mas dias
pueden ser agregados insertando filas después del Dia 5 (fila 9). La insercion de
columnas y filas debe ser hecha de esta forma para asegurar que las ecuaciones
aplicadas a los datos siguen siendo validas.

Verificacion de las especificaciones de precision: El EP 15 recomienda que
el “valor de verificacion” sea calculado para generar un limite superior para la
especificacion declarada por el fabricante para precision. Si el desvio estandar
S observado por el laboratorio es menor que el valor de verificacion, entonces la
especificacion del fabricante ha sido verificada. El valor de verificaciéon depende
del nimero de replicados (n), del nimero de dias (D), de la varianza intra
corrida (S? en condiciones de repetibilidad) y de la varianza entre corridas
(S,% varianza para las medias diarias). El procedimiento consiste en calcular
un parametro llamado “T”, el cual representa los “grados de libertad efectivos”,
luego se busca en una tabla de doble entrada “CHI CUADRADO” en la fila
correspondiente al valor de “I” y en la columna correspondiente a la cantidad
de niveles de control empleados, el valor de “C”, luego se calcula el valor de
verificacion para la especificacion declarada por el fabricante (S ) para
precision de la siguiente forma:

declarada

Valor de Verificacion =S * ClUz[T12

declarada

El primer paso es calcular “I” de acuerdo a la ecuacion 4 (mostrada en un
grafico anterior). Esta ecuacion es confusa y dificil de implementar en una tinica
celda en una hoja de calculo de Excel. Es por esto que se muestra un calculo
paso a paso en la hoja de calculo de Excel de la siguiente pagina:

A B C D E

1 CalculodeT

2

3 'Mumero de Replicados 3 3 3 3
4 Mumero de Dias 5 5 5 5
5 |Varianza Intra corrida (Vr) 0.40 0.00 4.00 12.00
6 Varianza Entre corrida (Vb) 4,61 4,00 4,00 4,00
7 Radio cociente entre varianzas Vr/vb 0.09 0.00 1.00 3.00
g |(n-1)vr 0.20 0.00 8.00 24.00
9 nvb 13.83 12.00 12.00 12.00
10 Suma de los dos anteriores 14.63 12.00 20,00 36.00
11 Cwadrado del ndmero de arriba = Numerador 214.12 144.00 400.00 1296.00
12 |{n-1)/D 0.4 0.40 0.40 0.40
12 |(n-1/D)vr* 0.06 0.00 6.40 57.60
14 |n*{vb®)/(D-1) 47.84 36.00 36.00 36.00
15 Suma de los dos anteriores = Denominador 47.9 36.00 42.40 93.60
16 T calculado del cociente Numerador/Denominador A4.47 4.00 9.43 13.35
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Esta hoja de calculo muestra el calculo de “T” para el EP 15 a partir de un
conjunto de datos ejemplo en la columna B, ademas ilustra la gama de valores de
“T” que pueden ser obtenidos dependiendo del tamano relativo de las varianzas
intra corrida y entre corridas (B16, C16, D16, E16). Note que para simplificar
la interpretacion en la hoja de calculo, Vr representa la varianza intra corrida
(5,5 vy Vb representa la varianza entre corridas (S,?).El EP 15 para el conjunto
de datos de la columna B da un valor de 4.47. Note que el rango de “I” puede
variar desde D-1, 0 4, an*D-1, o 14, como se muestra en los calculos adicionales
en las columnas C, D y E. Sila varianza intra corrida es pequena comprada con
la varianza entre corridas, entonces “I” sera bajo. Un valor bajo de “T” puede
representar a un método automatizado que tiene una muy buena precisién in-
tra corrida (repetibilidad), pero con variables de operacién que causan desvios
dia a dia lo que queda evidenciado en la varianza entre corridas. Un valor alto
de “T” puede representar a un instrumento de pie de cama que usa cartuchos
descartables para cada medicién. La varianza intra corrida puede ser grande
comprada con la varianza entre corridas, en este caso el valor de “T” sera grande.
Sila varianza entre corridas es cero “0”, “T” da un valor de 10. Como “T” puede
variar tanto, sera necesario ir sobre los calculos confusos de arriba.

Una vez que el valor de “T” ha sido calculado, el valor de “C” puede ser hal-
lado enlatabla de “Puntos seleccionados de porcentaje para una distribucion Chi
cuadrado para diferente cantidad de niveles con el fin de brindar un porcentaje
de falso rechazo del 5 %”, la cual puede ser encontrada al final de este capitulo.
Para el conjunto de datos ejemplo del EP 15 el valor de “T” es 4.47 y se asume
que se trabajo con dos niveles de control. Si entramaos en la tabla en la columna
de 4 grados de libertad efectivos (fila 4) y en la columna que representa 2 niveles
de control (columna B) el valor de “C” es 11.14.

Con esto valores de “C” y “T”, podemos estimar el “valor de verificaciéon”
parala especificacion declarada por el fabricante (S ) de la siguiente forma:

declarada

Valor de Verificacion =S * Cl2[T12

declarada

Para nuestro ejemplo de EP 15 el fabricante declar6 un S intra laborato-
rio de 2.00 mg/dl. Dado un valor de “C” de 11.14 y siendo “T” 4.47, sus raices
cuadradas son 3.34 y 2.11 respectivamente.

Valor de Verificacion = 2.00 * 3.34/2.11 = 3.16 mg/dL

La estimaciéon del laboratorio para la precision intra laboratorio es de 2.21
mg/dL, que es menor que 3.16 mg/dL, esto significa que los datos del laboratorio
verifican la especificacion declarada por el fabricante para precision.
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Si bien el EP 15 recomienda verificar precision en condiciones de repe-
tibilidad y precision intra laboratorio, sera suficiente verificar iinicamente la
precision intra laboratorio ya que es mas representativa para las condiciones
de operacién de rutina de los laboratorios.

EP 15 Protocolo para Veracidad empleando Muestras
de Pacientes

Es una practica comun para validar el desempeno de un nuevo método analizar
muestras de pacientes por el nuevo método y el método que esta siendo
reemplazado. Se asume que los resultados del método de comparacion (viejo)
son correctos y esta es la base sobre la cual los fabricantes establecen sus
especificaciones de desempeno para veracidad o sesgo. Es probable que esto
sea correcto cuando el nuevo método es una actualizacién del método previoé o
del sistema analitico anterior. Si esto no es asi la especificaciéon del fabricante
debe ser cuidadosamente inspeccionada para estar seguros de que el método
de comparacion en el laboratorio y el empleado por el fabricante al momento de
establecer sus especificaciones son comparables en desempeno.

El siguiente es el protocolo recomendado:

1. Analizar 20 muestras cuyas concentraciones cubran el rango reportable
del método evaluado;

2. Analizar muestras frescas en las mismas condiciones de operacién de
rutina en el laboratorio;

3. Medir de 5 a 7 muestras por dia durante un periodo de 3 o 4 dias por el
método a evaluar y el método de comparacién no dejando pasar mas de
4 horas en el procesamiento por uno y otro método;

4. Evaluar los resultados del control estadistico interno de la calidad para
asegurar que el sistema analitico esta trabajando de manera estable y
validar los resultados obtenidos;

5. Inspeccionarlosdatoscomparados paraidentificar resultados discrepantes;

6. Calcularlas diferenciasentre los pares de datos y graficar esas diferencias
versus los valores obtenidos por el método de comparacién para obtener
una visualizacién grafica de los datos;

7. Someter a los pares de datos a una prueba-t de datos apareados para
determinar la media de las diferencias entre métodos (sesgo) asi como
también la desviacién estandar de las diferencias (S,);
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8. Calcular los limites de confianza y/o verificacion para comparar el sesgo
observado con el declarado por el fabricante en sus especificaciones de
desempeno.

Calculo de Datos

Los calculos de la prueba-t para datos apareados son soportados por varios
programas de estadistica. El “calculador de datos apareados” descripto en el
Capitulo 7 realizara estos calculos y preparara un grafico de diferencias con los
resultados (Ver http://www.westgard.com/mvtools.html).

Calculos usando una hoja de calculo de Excel. Es facil configurar estos cal-
culos en una hoja de calculo de Excel, como se muestra a continuacién:

A B C D E
1 |EP15 Veracidad
2 Resultado Método a evaluar Resultado Método comparacion Yi-Xi (Yi-Xi-B)
3 1 76 77 -1.00 -3.50
- 2 127 121 6.00 3.50
5 3 256 262 -6.00 -8.50
6 4 303 254 9.00 6.50
7 5 29 25 4.00 1.50
8 6 345 348 -3.00 -5.50
9 7 42 41 1.00 -1.50
10 8 154 154 0.00 -2.50
11 9 398 388 10.00 7.50
12 10 93 92 1.00 -1.50
13 11 240 239 1.00 -1.50
14 12 72 69 3.00 0.50
15 13 312 308 4.00 1.50
16 14 99 101 -2.00 -4.50
17 15 375 375 0.00 -2.50
18 16 168 162 6.00 3.50
19 17 59 54 5.00 2.50
20 18 183 185 -2.00 -4.50
21 19 213 204 9.00 6.50
22 20 436 431 5.00 2.50
23 Suma 3980 3930 50.00 0.00
24 199.00 196.50 2.50 4.33
25 Media (Y) Media (X) Sesgo DE
26 =promedio(B3:B22) =promedio(C3:C22) =promedio(D3:022) =desvest(E3:E22)
27 | Intervalo de Confianza t-critico n superior inferior
28 p=0.01 2.861 20 5.27 -0.27
25 | Limite de Verificacion Especificacion de Fabricante superior inferior
30 p=0.01 2 a4.77 -0.77
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La columna A puede ser empleada para colocar las identificaciones de las
muestras, los resultados del método a evaluar se ingresan en la columna B y
los resultados del método de comparacion se ingresan en la columna C. Las
diferencias entre los resultados del método evaluado y el método de compara-
cién se muestran en la columna D. Los promedios de los resultados del método
evaluado y del método de comparaciéon se muestran al final de las columnas
(199.0 para el método evaluado y 196.5 para el método de comparacién). La
diferencia entre esos dos promedios nos da un estimado del sesgo, el cual es de
2.50 mg/dL. El mismo estimado puede ser obtenido calculando el promedio de
las diferencias obtenidas en la columna D. La columna E muestra la diferencia
individual de cada par de datos menos el sesgo entre los métodos (Y, — X. — B).
La desviacién estandar de esa columna brinda un estimado del desvio estandar
de las diferencias S ...

Se puede calcular un intervalo de confianza para el Sesgo observado de 2.50
mg/dL de la siguiente forma:

Limite superior = Sesgo + t * S/ (NY?)

critico

Limite inferior = Sesgo- t * S/ (NY?)

critico

dénde el sesgo calculado a partir de los datos del ejemplo es de 2.50 mg/dL,
t, i, Para N-1 o 19 grados de libertad y un p=0.01 es de 2.861, como podemos
encontrar en la tabla-t al final de este capitulo, S ha sido calcula con un valor
de 4.33 mg/dL,, y N es de 20 apara el protocolo EP 15. El limite superior es de
5.27 mg/dL y el limite inferior es de -0.27 mg/dLi, como podemos ver en la hoja

de calculo.

Si la especificacién de desempenio del fabricante para el Sesgo es de 2.00
mg/dL, los limites de verificacién para la especificacion del fabricante pueden
ser calculados de la misma manera, lo cual dara unos limites de verificaciéon
de 4.77 mg/dL a -0.77 mg/dL como podemos ver en la hoja de calculo. Dado que
el sesgo observado de 2.50 mg/dL cae dentro de los limites de verificacién de
la especificacion declarada por el fabricante, los datos verifican dicha especifi-
cacion. Note que los limites de confianza se superponen a la especificaciéon del
fabricante, por lo tanto esto también verifica que los datos son consistentes con
las especificaciones del fabricante.

También es posible emplear las funciones de Excel para efectuar graficos y
preparar asi el grafico de diferencias como vemos en la figura abajo:
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Comparacion de datos: Glucosa
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En este grafico la linea solida representa “cero” diferencias y la linea pun-
teada representa el sesgo observado de 2.50 mg/dL.
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EP 15 Protocolo para Veracidad empleando Materiales
de Referencia

El EP 15 brinda una segunda aproximacién para verificar la veracidad de un
método-el analisis de materiales de referencia con valores asignados. Estos
materiales deben ser cuidadosamente seleccionados considerando su conveniencia
de uso en métodos de analisis clinicos y sistemas analiticos. Los materiales
recomendaos incluyen los siguientes:

*  Materiales certificados de referencia (CRM, por sus siglas en Inglés)
disponibles para algunos analitos en E.U.A. en el NIST “National
Institute of Standards and Technology” (Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia);

+  Materiales de referencia pertenecientes a esquemas de evaluacion de la
competencia con valores asignados;

*  Materiales provistos por fabricantes con valores asignados;
+  Materiales empleados en programas de evaluacion externa de la calidad,;

+  Materiales provistos por terceras partes que tienen valores asignados a
través de su andlisis en distintos laboratorios;

* Materiales estandar que pueden ser preparados a concentraciones
conocidas.

El EP 15 recomienda que se seleccionen por lo menos dos materiales que
representen concentraciones proximas a un niveles de decisiéon médica bajo y
a un nivel de decision médica del rango reportable del método. Los materia-
les deberian ser preparados de acuerdo a las recomendaciones del fabricante,
analizados por duplicado durante 3 o 5 corridas, luego se debe calcular media y
desvio estandar junto con los limites de confianza para ayudar a la verificacion
del valor asignado.
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Calculo de Datos

Un conjunto de datos provistos a manera de ejemplo estan disponibles en el EP
15 y se muestran en la hoja de calculo de Excel abajo:

A B C
1 Material de Referencia con Valor Asignado 40.0 mg/fdL
2
3 Dial Replicado 1 37
4 Replicado 2 38
5 Dia 2 Replicado 1 39
6 Replicado 2 37
7 Dia 3 Replicado 1 38
8 Replicado 2 36
g Dia4d Replicado 1 33
10 Replicado 2 38
11 Dia 5 Replicado 1 38
12 Replicado 2 37
13
14 Recuento =contar{C3:C12) 10
15 Media =promedio(C3:C12) 37.7
16 |5 =desvest{C3:C12) 0.95
17 5de la media C16/raiz{C14) 0.3
18 t-critico 3.25
19 Limite de Confianza Superior C15+C18*C17 38.08
20 Limite de Confianza Inferior C15-C18*C17 36.73
21 DE del Valor Asignado 0.15
22 Incertidumbre combinada =raiz({potencia(C17))+(potencia(C21})) 0.33
23 Limite de Verificacion Superior C15+C18*%C22 38.79
24  Limite de Verificacion Inferior C15-C18*C22 36.61

La media y el desvio estandar se calculan con las funciones de Excel PRO-
MEDIO y DESVEST, luego el error estandar de la media se calcula teniendo
en cuanta las 10 mediciones efectuadas. El valor-t critico para N-1 grados de
libertad y una p=0.010 es 3.25, el cual puede ser hallado en la tabla-t al final
de este capitulo. El intervalo de confianza del 95% calculado va de 36.7 a 38.7
mg/dL, este intervalo no incluye al valor asignado de 40.0 mg/dL; por lo tanto
la veracidad no ha sido demostrada a partir de estos datos experimentales.

El EP 15 recomienda considerar la incertidumbre del valor verdadero
asignado combinando la varianza (S,?) con la incertidumbre de la medicion
del experimento realizado. Esto se logra sumando las dos varianzas y luego
aplicando la RAIZ cuadrada a las varianzas combinadas. Si bien los limites de
verificacion van a ser algo mas grandes que los limites de confianza, los limites
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de confianza seran por lo general apropiados para evaluar si el desempenio ob-
servado demuestra la veracidad del método. En el caso del ejemplo del EP 15,
la incertidumbre del valor verdadero asignado S, tiene un valor de 0.15 mg/dL.
Cuando S, se combina con la incertidumbre experimental, el S resultante es de
0.33 mg/dL. Por lo tanto los limites de verificaciéon son ligeramente mas amplios
que los limites de confianza-36.61 a 38.79 comprados con 36.73 a 38.68- y nue-
vamente la interpretacion es que la veracidad no ha sido demostrada a partir
de los datos experimentales.

¢ Cual es el punto?

El muy probable que el protocolo EP 15 se convierta en una practica estandar en
E.U.A. paraverificar las especificaciones de precision y veracidad declaradas por
los fabricantes. Para que este protocolo brinde una verificaciéon confiable de las
especificaciones declaradas por los fabricantes, los calculos deben ser llevados
a cabo de manera correcta. Los calculos para precision son mas complejos que
los necesarios para el experimento de replicaciéon simple para el cual se toma
una unica medicion del material por cada dia. El periodo mas corto de tiempo
propuesto por el EP 15 implica mediciones repetidas de los materiales cada dia,
esto hace necesario combinar adecuadamente la varianza intra corrida con la
varianza entre corridas paraobtener una estimacién confiable del desvio estandar
intra laboratorio. El protocolo de veracidad a partir de muestras de pacientes es
el mas tradicional, empleando estadisticas de la prueba-t para datos apareados
y un grafico de diferencias. Sin embargo, el protocolo que utiliza materiales
de referencia con valores asignados va a necesitar un analisis cuidadoso y la
comprension del nuevo concepto de incertidumbre de la medicion. Esto sera
un paso en la direccion de la comprension de los conceptos ISO de veracidad e
incertidumbre y las practicas globales emergentes para caracterizar el desempeno
de un procedimiento de medida.
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P . A B E D
untos de porcentaje Distribucion Chi-Cuadrado p=0.05
seleccionados para
gl 2niveles 3 niveles 4 niveles

la distribucion Chi-

3 9.35 10.24 10.86

cuadrado para un a 11.14 12.09 10.86
numero seleccionado > 1289 1.8 1
. ] 14.45 15.51 16.24

de niveles para dar una 7 16.01 17.12 17.88
tasa de falso rechazo : e
15 A2 (e)) 11 21.92 23.18 24.06
12 23.34 24.63 25.53

13 24.74 26.06 26,98

14 26.12 2748 28.42

15 27.49 28.88 29.84

16 28.85 30,27 31.25

17 30.19 31.64 32.64

18 31.53 33.01 34.03

19 32.85 34.36 35.4

20 34.17 35.7 36.76

21 35.48 37.04 38.11

22 36.78 38.37 39.46

23 38.08 39.68 40.79

24 39.36 41 42,12

23 40.65 42.3 43.35
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Valores criticos t para Probabilidades Seccionadas (p)
y Grados de Libertad Seleccionados (gl)

A B C D
Tabla-T Intervalos o pruebas para dos colas
gl p=0.10 p=0.05 p=0.01
2 2.92 4.3 0.92
3 2.25 3.18 5.84
4 2.13 2.78 4.6
3 2.02 2.57 4.03
] 1.94 2.45 3.71
7 1.9 2.36 3.5
2 1.26 2.31 3.30
3 1.83 2.26 3.25
10 1.81 2.23 3.17
12 1.78 2.18 3.06
14 1.76 2.14 2,98
16 1.75 2.12 2.92
18 1.73 P b 2.88
20 1.72 2.09 2.84
30 1.7 2.04 2.75
40 1.68 2.02 2.7
60 1.68 2 2.66
120 1.66 1.98 2.62
oo 1.64 1.95 2.58
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20: ;Como pueden ser evaluadas las
especificaciones de desempeno declaradas
por los fabricantes en una escala Sigma?

Lasregulaciones CLIArequieren que los laboratorios verifiquen que el desempenio
observado para un método es consistente con las especificaciones de desempenio
declaradas por el fabricante. Ademas los laboratorios deberian estar bien
asesorados para evaluar la calidad de los procesos de analisis sobre la base de
esas especificaciones de desempeno asi como también sobre la aceptabilidad de
estas especificaciones para el uso clinico previsto para el método. Se puede calcular
una métrica Sigma a partir de las especificaciones de desempeno declaradas por
el fabricante para precision (S, CV) y exactitud (Sesgo, Veracidad) para brinda
una evaluacion objetiva de la calidad del método en una escala Sigma y asi
juzgar objetivamente sobre la aceptacién del mismo.

Objetivos:
Comprender el concepto Seis Sigma.

Aprender como calcular una métrica Sigma a partir de la imprecision, el
sesgo y el requisito de la calidad definido para el método.

Establecer un vinculo entre la métrica Sigma y la aceptabilidad del
desempeno del método.

Materiales del capitulo:

VM-Traduciendo las especificaciones de desempeno en una
métrica Sigma, por James O Westgard, PhD, y Sten Westgard, MS

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

Revisarlas aplicaciones de las métricas Sigma en el sitio web de Westgard

pagina 251



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

Preguntas de Autoevaluacion:
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,Cual es el vinculo que existe entre el Grafico de Decisién de Método y
la métrica Sigma?

(,Cual es la ecuacion para estimar la métrica Sigma?

(,Como puede estimar la métrica sigma a partir de las especificaciones de
desempeno declaradas por el fabricante?

,Cual es el desempeno Sigma de un método de colesterol para el cual la
precision declarada por el fabricante es de 2.0 % a una concentracion de
200 mg/dL y la exactitud declarada esta dada por la siguiente ecuacion
de regresion Y=0.96X +6.0?
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Validacion de Métodos:
Transformando las especificaciones de
desempeno en una métrica Sigma

James O. Westgard, PhD y Sten Westgard, MS

E1 Grafico de Decision de Métodos que fue descripto en el capitulo 16 brinda una
herramienta grafica para juzgar sobre el desempefio de un método. El punto
operativo representa la precision y el sesgo observado para el método, el cual es
comprado con varios criterios para juzgar sobre la aceptacion del desempeno del
mismo. Todos esos criterios diferentes describen distintos niveles de la calidad
sobre la base de una “escala Sigma”, por ejemplo un método que satisface el
criterio “TE = Sesgo + 6 DE” alcanza el nivel de la calidad 6 sigma, el cual es el
objetivo maximo de la calidad de la clase mundial “world class”, un método que
satisface el criterio “TE= Sesgo + 3 DE” alcanza la minima calidad requerida
para un proceso de produccion.

Las especificaciones de desempeno declaradas por el fabricante para
precision y sesgo pueden ser convertidas directamente en una métrica Sigma
para determinar la aceptabilidad del método-para responder a la pregunta, “;Es
este método lo suficientemente bueno?”

Una introduccién terriblemente corta a Seis Sigma

Para poder comprender la relaciéon entre los datos de validaciéon de métodos
y Seis Sigma, nosotros necesitamos hacer una introduccién a los conceptos y
calculos de Seis Sigma. Esto representa un pequeno problema ya que por lo menos
esto es un asunto de un libro entero. De hecho nosotros hemos escrito un libro
completo sobre el tema: Seis Sigma CC Disenio y Control [1]. Por lo tanto todo
lo que nosotros podemos ofrecer en este pequeno espacio, proximo al final del
libro, es un perfil resumido de Seis Sigma. Deberia ser suficiente para ayudarlo
a usted, pero tenga en mente que elementos y conceptos mas profundos sobre
Seis Sigma que los que nosotros podemos discutir aca.

Seis Sigma es uno de los sistemas de gestion de la calidad mas popu-
lares. Pero los conceptos de Seis Sigma estan disponibles desde hace mucho
tiempo. Las métricas Sigma son realmente la evolucion de la Gestion Total de
la Calidad con una evaluaciéon mas cuantitativa del desempeno de los procesos
y metas claras para la mejora de la calidad.

pagina 253



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

Los principios de Seis Sigma se remontan al enfoque que Motorola le aplico
a la Gestion de la Calidad total antes del cambio de siglo. Motorola establecio
una meta: 6 Sigmas o desviaciones estandar de la variacion propia del
procesos deberia ajustarse (no superar) a los limites de tolerancia del
proceso, de aqui bien el nombre Seis Sigma.

El poder de Seis Sigma reside en permitir una medicién universal del
desempeno de un proceso en una “escala Sigma” para facilitar una evaluacién
comparativa en laindustria. La metodologia Seis Sigma puede ser aplicada siem-
pre que las “salidas” de un proceso puedan ser medidas. Para muchos procesos
las “salidas pobres” pueden ser contadas como errores o defectos, expresadas
como defectos por milléon de oportunidades (DPM), y luego convertidas en una
métrica Sigma empleando una tabla estandarizada disponible en cualquier
texto de Seis Sigma [1]. En este tiempo dénde las “salidas” de los procesos son
de gran interés para el ambito de la salud, Seis Sigma brinda una metodologia
para describir desempeno de una manera cuantitativa en términos que son
faciles de comprender.

Dos modelos para medir el desempeno de un proceso

La Gestion de la Calidad Seis Sigma brinda una meta general para el desempenio
de los procesos -“Seis Sigmas” de la variacion de un proceso deberian ajustarse
dentro de los limites de tolerancia o requisitos de la calidad del producto. Dada
esta meta, es importante medir el desempeno del proceso para determinar si
el mismo necesita ser mejorado. Hay dos metodologias distintas. Una se basa
el conteo de los defectos producidos por un proceso (medida de las “salidas”),
y la otra basada en medir la variabilidad del proceso de manera directa (una
medicion predictiva).

La primera alternativa (inspeccionar las “salidas”) es ampliamente apli-
cada en la industria y en el ambito de la salud y depende del conteo del niimero
de defectos a la salida del proceso, estimar la tasa de defectos por millon de
oportunidades (DPM), y luego convertir DPM a una métrica Sigma usando
una tabla de conversion estandar. Cada vez que estimemos una tasa de error,
nosotros podemos usar esta metodologia para convertir la tasa de error en una
métrica Sigma. Esta primera metodologia es facilmente aplicable a procesos de
laboratorio pre y pos analiticos.

La primera aplicacién de la métrica Sigma a datos de laboratorio fue pub-
licada en el 2000 por Nevalainen y colaboradores [1]. Los autores utilizaron
datos de tres laboratorios individuales, asi como también los resiumenes de
desempeno obtenidos a partir de entre 300 a 500 laboratorios del programa
Q-Probe de CAP (College of American Pathologist s). El trabajo original brinda
informacién sobre el tamano de muestra empleado y el nimero de defectos o
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errores hallados, los cuales fueron convertidos a errores porcentuales y defectos
por millén de oportunidades. Los valores en DPM para indicadores de la calidad
representativos tomados del Q-Probe son convertidos a la métrica Sigma en la
tabla de abajo.

Indicador de la Calidad del Esquema Q-Probe % de Error DPM Sigma*
Exactitud de la solicitud médica 1.8 % 18,000 3.60
Pruebas pedidas por duplicado 1.52 15,200 3.65
Error de identificacién de brazalete 0.65 6,500 4.00
Demoras en el informe de TDM 24.4 244,000 2.20
Aceptabilidad de especimenes en hematologia 0.38 3,800 4.15
Aceptabilidad de especimenes en quimica clinica  0.30 3,000 4.25
Registro de muestras de patologia
durante las cirugias 3.4 34,000 3.30
Adecuacién de los especimenes de citologia 7.32 73,700 2.95
Esquemas de evaluacion
de la competencia del laboratorio 0.9 9,000 3.85
Discordancia en el diagnéstico
de la muestras congeladas de patologia 1.7 17,000 3.60
Frotis de PAP de tamizaje falsos negativo 2.4 24,000 3.45
Informe de errores 0.0477 477 4.80

* Conversion empleando una tabla con una tolerancia de desvio de 1.5DE.

Este modelo que mide “salidas” puede ser virtualmente aplicado a cualquier
proceso. Varios de los errores observados para estos procesos estan en un rango
de 0.3 % a 3.0 %, lo que se traduce tipicamente a una métrica Sigma en un rango
de 4 a 3. El desempenio analitico, estimado a partir de la participacién en los
esquemas de evaluacion de la competencia tiene apenas un sigma de 3.85. El
mejor proceso es “Informe de errores” con una métrica Sigma de 4.80. Ninguno
de los procesos evaluados cumple con la meta del desempenio Seis Sigma. La
meétrica de desempenio sigma promedio de todos estos procesos es de 3.65.

Solo a efectos de hacer una evaluacién comparativa, Nevalainen cito los
siguientes niumeros. El manejo de equipaje de una aerolinea muestra una tasa
de error de 0.4 %, o 4000 DPM, lo cual representa un 4.15 considerando la
métrica Sigma. La seguridad en las aerolineas (del sistema normal de causas
aleatorias, no causas asignables, tales como secuestros terroristas) tiene un
indice de fatalidad muy bajo de 0.43 muertes por millén de pasajeros por milla,
lo cual es mejor atin que la meta de desempeno de 6 Sigmas para una calidad
de clase mundial “world class”. En la industria, el desempenno minimo aceptable
para un proceso de produccion se establece por lo general en 3.0 Sigmas. Por lo
general se espera que los procesos de negocios tengan un desempeno de alred-
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edor de 4.0 Sigmas. Como fue observado por Nevalaine, los procesos tipicos del
laboratorio tienen un desempeno sigma similar al desempeno promedio de los
procesos de negocios. Solo para considerar un ejemplo diferente, la produccién
de neumaticos de Firestone-los neumaticos de las SUV que reventaron causa-
ron cerca de 2000 accidentes de auto con 100 muertes-tenia un desempeno de
5 Sigmas, que es mejor que cualquiera de los desempenos de los procesos de
laboratorio evaluados por Nevalaine.

Los hallazgos de Nevalaine no fueron una aberracién; la mayoria de los
procesos de laboratorio no estan siquiera cerca de tener un desempeno Seis
Sigma. Usted puede considerar esto muy fuerte, pero tasas de error de 1% a
2% son consideradas excelentes para procesos en el ambito de la salud. Esas
tasas de error corresponden a 10,000 y 20,000 DPM respectivamente o un nivel
de desempeno Sigma de 3.8 a 3.6. Actualmente deberiamos estar apuntando a
tasas de error de 0,1 % (4.6 Sigmas) a 0,01% (5.2 Sigmas) y por ultimo a 0,001
% (5.8 Sigmas).

Es dificil emplear esta metodologia de conteo de defectos para determinar
el desempenio Sigma para los examenes de laboratorio. El problema reside en
establecer que es un error en un resultado de laboratorio: /Es el resultado un
error cuando difiere del valor verdadero de lo que se pretende medir? (y /cémo
determina usted cual es el valor verdadero de lo que pretende medir en la mues-
tra del paciente si usted la mide solamente una vez?) o ;Es el resultado un error
cuando el desempeno del examen excede los 2 DE o cuando excede algin otro
limite del control o excede el error clinico tolerable? o jes el resultado un defecto
sicausa un error en la decisién médica, o siel resultado causa alguna fatalidad?.
La mayoria de los laboratorios, si emplean como es usual como limite para sus
controles 2 DE, estarian determinando erréneamente el conteo de defectos y por
ende obtendrian un valor incorrecto para la métrica Sigma del proceso analitico
que estan evaluando. Considerando estas dificultades, no vamos a usar este
modelo con los datos provenientes de la validaciéon de métodos.

La segunda metodologia (medir variacién) es actualmente mucho mas simple
y se vincula de una manera natural con los datos provenientes de la validacién
de métodos. Esta metodologia depende de definir los requisitos de la calidad y
la variacion del procedimiento de medida. Ya que esto es lo que se hace exacta-
mente durante los estudios de validacion, toda la estadistica y datos obtenidos
durante la validacién del método pueden ser inmediatamente utilizados para
el calculo de la métrica Sigma.
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Evaluacién de la calidad de los procesos analiticos

Es muy facil acceder al desempeno de un procedimiento de medida analitico en
una escala Sigma. Los niveles maximos de tolerancia (Requisitos de la Calidad)
pueden ser tomados a partir de los criterios que CLIA aplica a sus esquemas
de evaluacion de la competencia o también pueden ser seleccionados a partir
de alguna otra fuente adecuada; la variacién del proceso y el sesgo pueden
ser estimados a partir de los experimentos de validaciéon de métodos, datos de
esquemas de comparacion de grupo par (peer group “Esquemas Interlaboratorio”),
resultados de esquemas de evaluacion externa de la calidad o evaluaciéon de la
competencia, o inclusive datos obtenidos del control estadistico interno de la
calidad de rutina.

Esto es lo que usted necesita de un estudio de validacién de métodos:

*  Resultados de los estudios de replicacion (CV).

* Resultados de los estudios de comparaciéon de métodos (pendiente,
intercepto-Y e inclusive r).

Esto es lo que usted necesita a partir de otras fuentes:

*  Requisitos de la Calidad (CLIA, Clinicos, Biolégicos u otra fuente).

* Niveles de Decision Médica (para determinar concentraciones criticas).

Para calcular la métrica Sigma, debe tomar el requisito de la calidad selec-
cionado, restarle el sesgo observado para su método y dividir al nimero resultante
por el DE o CV de su método como se ve en la siguiente ecuacion:

Sigma del Método = (Requisito de la Calidad — Sesgo del Método)
CV del Método

El primer paso para estimar el Sigma del Método es obtener las estimaciones
de Sesgo y precision (CV) del/los nivel/es de decisiéon médica criticos escogido/s
(X,). Por lo general los fabricantes ofrecen especificaciones de desempeno para
precision estimadas a 2 o 3 concentraciones diferentes. Si alguna de estas con-
centraciones esta proxima al nivel de decisién de interese, entonces usar el DE
o CV obtenido por el fabricante para esa concentracion. En algunos casos es
necesario promediar los coeficientes de variacion si el nivel de decisiéon medica
de interés esta entre las concentraciones de los materiales evaluados por los
fabricantes; otras veces puede ser apropiado interpolar entre los coeficientes de
variacion declarados por los fabricantes para las concentraciones que el evaluo.
Es mejor trabajar con coeficientes de variacion (CV) porque el desvio estandar
cambia notoriamente con las concentraciones y el coeficiente de variaciéon no
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tanto. Ademas la mayoria de los requisitos de la calidad provistos por CLIA para
desempeno aceptable estan expresados en porcentaje.

Los fabricantes presentan por lo general las especificaciones de desempeno
para sesgo con el formato de la ecuaciéon de una linea recta obtenida a partir de
una regresion, es decir, Y =a + bX , donde X representa el nivel de decision de
interés, Y_es la mejor estimacion para el valor observado para el nuevo método,
y “a” v “b” son el intercepto-Y y la pendiente que han sido calculados a partir
de los datos del experimento de comparacién de métodos llevado a cabo por el
fabricante. Calcular Y, luego tomar la diferencia entre Y y X como una esti-
macion del sesgo, luego dividir por X y multiplicar por 100 para tener el sesgo
expresado en porcentaje. Note que todos los componentes de la ecuacion de la
métrica Sigma deben estar expresados en las mismas unidades (Requisito de la

Calidad, CV y Sesgo), ya sea unidades de concentracion o porcentaje.

Ejemplo de Calculo de la Métrica Sigma

Tomemos un ejemplo para Colesterol. Para este ejemplo el fabricante ha
establecido sus especificaciones a partir de un experimento en el cual dos niveles
de control han sido analizados una vez por dia durante 30 dias:

Especificacion para precision total:
1.9 % para una concentracién de 106.7 mg/dL
1.6 % para una concentracion de 238.7 mg/dL
Para exactitud el fabricante ha realizado un estudio de comparaciéon de
métodos que incluye 80 especimenes de pacientes que han sido analizados por

el nuevo método y el sistema analitico de la generacion anterior (como método
de comparacion).

Especificacion para Sesgo
Y=1.46+0.99 X

Requisito de la Calidad
CLIA: 10 %

Ya que los niveles de decision médica importante para colesterol son de
200 y 240 mg/dL, comenzaremos con el nivel de decisiéon de 240 mg/dL. Para
estimar el sesgo a 240 mg/dL, Y =1.46 + 0.99 (240) = 1.46 + 237.6 = 239.1 mg/
dL. El sesgo es la diferencia observada entre 239.1 y 240 mg/dL o sea 0.9 mg/dL
(en valor absoluto), y expresada en porcentaje, ((0.9/240) X 100), 0.4 %. Ya que
la imprecision para 238.7 mg/dL es de 1.6 % y la concentracion evaluada por el
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fabricante (238.7) es muy proxima al nivel de decisiéon médica evaluado (240),
podemos emplear 1.6 % como estimado de CV.

Por lo tanto el sigma sera de: (10 % - 0.4 %) / 1.6 %; es un procedimiento
de medida 6.0 Sigmas al nivel de decision médica de 240 mg/dL.

Para estimar el sesgo a 200 mg/dL, Y = 1.46 + 0.99 (200) = 1.46 + 198 =
199.5 mg/dL. El sesgo es la diferencia observada entre 199.5 y 200 mg/dL o sea
0.5 mg/dL (en valor absoluto), y expresada en porcentaje, ((0.5/200) X 100), 0.3
%. La precision deberia estar entre 1.9 % y 1.6 % mas cerca de 1.6 %, por lo
tanto tomaremos un valor de 1.7 % como nuestro estimado.

Por lo tanto el sigma sera de: (10 % - 0.3 %) / 1.7 %; es un procedimiento
de medida 5.7 Sigmas al nivel de decision médica de 200 mg/dL.

En este casolas métricas Sigmas observadas para ambos niveles de decisién
médica son practicamente iguales, como era de esperarse ya que los niveles de
decision médica evaluados (200 y 240 mg/dL) no estan muy separados entre si.

Algunos lineamientos generales para el calculo de la
métrica sigma

1. Identifiquelasespecificaciones de desempeno declaradas por el fabricante para
precision y sesgo; preste mucha atencién al identificar las concentraciones
a las cuales las especificaciones fueron obtenidas.

2. Defina los niveles de decision médica de interés para usted y su laboratorio.

3. Defina el requisito de la calidad para cada uno de los niveles de decision de
interés.

4. Use el CV el coeficiente de variacion declarado por el fabricante obtenido a
la concentraciéon mas proxima al nivel de interés, o promedie los CVs si el
nivel de decision estd entre las concentraciones para las cuales el fabricante
establecié sus especificaciones, o interpole entre los CVs declarados por el
fabricante si su nivel de decisién de interese esta proximo a uno de los CVs
enmarcados por el fabricante. Para estar mas seguro también puede usar
el CV mas alto declarado por el fabricante.

5. Estime el sesgo al/los nivel/es de decision de interés.
6. Calcule la métrica Sigma.

7. Si ha trabajado con dos o mas niveles de decisién diferentes, compare las
métricas sigma para determinar cual es mas critica para el cuidado de la
salud del paciente.
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El criterio cientifico va a jugar un rol importante al momento de seleccionar
los nimeros correctos para incluir en los calculos. Los fabricante por lo general
establecen especificaciones para la precision intra corrida (repetibilidad) y para
precision total (intra laboratorio). El uso de los CVs obtenidos para precisién
total nos va a dar Sigmas mas bajos, pero esta situacion sera mas representativa
del desempeno en el laboratorio a largo plazo. Los fabricantes pueden brindar
especificaciones para sesgo obtenidas por comparaciéon con dos o mas métodos.
Usted deberia seleccionar el método de comparaciéon mas parecido a su propio
método.

El poder de la métrica Sigma

La métrica Sigma establece con un solo nimero el vinculo entre el requisito de
la calidad, la precision y el sesgo de un método. Establece una escala para el
desempeno de un método independientemente de que método estemos hablando.
Esta escala es una escala de calidad que ha sido bien establecida en la industria
a través de estudios de evaluacion comparativa- 6.0 Sigmas es la meta, 3.0
Sigmas es el minimo desempeno aceptable.

Usted puede determinar facialmente el desempeno que es deseable para
un método. Por ejemplo, si el criterio para desempeno aceptable de CLIA para
un método es del 10 %, el método debe tener un CV de 1.7 % y un sesgo de 0.0
% para lograr un desempeno sigma de 6.0 [(10.0-0.0)/1.7]=6.0. Uno se pregunta
cémo un grupo de expertos como los de (NCEP) “National Cholesterol Education
Program” aparece con guias que establecen un CV maximo aceptable del 3.0
% y un sesgo maximo aceptable del 3.0 % para el colesterol. Si consideramos el
requisito de la calidad de CLIA para colesterol del 10 %, un método de colesterol
que cumple con esta guia tendra un desempeno sigma de 2.33 [(10-3)/3]. En
cualquier otro tipo de industria, un proceso con un desempeno sigma menor de
3.0 no seria considerado para uso de rutina o de produccién. Con este ejemplo,
usted puede ver como los conceptos y principios de Seis Sigma pueden impactar
sobre la visién que tenemos del desempeno de un método y asi cambiar nuestras
metas y especificaciones para los métodos analiticos.
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Evaluacién de la calidad para los procesos vinculados
a la salud

Dada la universalidad de la aplicacion de esta metodologia Seis Sigma, podemos
esperar que el publico en algin momento nos demande saber cual es la calidad
de los procesos vinculados a la salud en una escala sigma. Si no hacemos esta
traduccion, otros tomaran las tasas de error y las convertiran en una métrica
Sigma. El publico en general pronto tendra una mejor compresion de la calidad
vinculada a los procesos de la salud!

,Le gustaria a usted explicarle a un paciente por que los procesos vinculados
a la salud son peores que los procesos de manejo de equipaje de las aerolineas?
Probablemente no. Ain no se ha comprendido como evaluar a la calidad de
nuestros procesos y como establecer metas para la mejora de estos procesos. Seis
Sigma cambia esto. Los laboratorios son afortunados porque estos conceptos
pueden ser facilmente aplicados y los datos necesarios para efectuar los calculos
ya estan disponibles.

Este capitulo aborda someramente la superficie de los conceptos, ventajas
y aplicaciones de Seis Sigma. Las métricas Sigma son una extension logica de
la validacion de métodos y hacen un uso practico de los datos de la validacion.
Los calculos son simples y los resultados poderosos.

Para obtener mas informacion, consulte Six Sigma QC Design and Control,
o visite la web de Westgard para acceder a listados de aplicaciones y lecciones
sobre Seis Sigma: http://www.westgard.com/archives.htm

pagina 261



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

Referencias

1. Westgard JO. Six Sigma Quality Design and Control: Desirable precision
and requisite QC for laboratory testing processes. Second Edition. Madison,
WI:Westgard QC, Inc., 2007.

2. Nevalainen D, Berte L, Kraft C, Leigh E, Morgan T. Evaluating laboratory
performance on quality indicators with the six sigma scale. Arch Pathol Lab
Med 2000;124:516-519.

pagina 262



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

21: ; Qué impacto tendra ISO en la gestion de la
calidad analitica?

Este capitulo considera un enfoque general sobre la gestion de la calidad
analitica de acuerdo a las recomendaciones de ISO “International Standards
Organization” volcadas en la norma 15189 para laboratorios clinicos. Teniendo
en cuenta guias de Metrologia para laboratorios, ISO enfatiza los conceptos de
veracidad e incertidumbre. Es muy importante estar al tanto de los conceptos
de esta norma, aunque también debemos considerar las fortalezas y debilidades
de este modelo en comparacién a los modelos tradicionales que se basan en un
esquema de errores.

Objetivos:
Revisar los Requisitos de ISO parala validacién y verificacién de métodos.

Identificar y comprender los conceptos de ISO de veracidad, trazabilidad
y estimacion de la incertidumbre de la medicién.

Comparar estos conceptos metrolégicos con los conceptos de error que
han sido disenados para ser empleados en el laboratorio clinico.

+  Evaluar el valor practico que aporta la utilizaciéon del modelo de error en
la gestion de la calidad analitica en el entorno del laboratorio clinico.

Identificar cual sera el impacto que ISO va a tener sobre los laboratorios
de E.U.A. en el futuro.

Materiales del capitulo:

Conceptos sobre la calidad - (Es mejor estar con incertidumbre
que con error?, por James O Westgard, PhD

Cosas qué hacer:

Estudiar los materiales.

*  Revisar los puntos 5.5y 5.6 de la Norma ISO 15189 si la tiene disponible.
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Preguntas de Autoevaluacion:
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,Cual es el significado de las siglas ISO?
(A qué concepto se aproxima mas “veracidad”: precision, exactitud o error
total?

LA qué concepto se aproxima mas “incertidumbre”: precision, exactitud
o error total?

Por qué es importante la trazabilidad?

,Cuales son las ventajas que aportan los conceptos de veracidad e
incertidumbre?

(,Cuales son las ventajas de aplicar el modelo de error tradicional en el
laboratorio clinico?
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Conceptos sobre la Calidad - 4 Es mejor estar
con incertidumbre que con error?
James O. Westgard, PhD y Sten Westgard, MS

A partir de la publicacién de la Norma ISO 15189 en el anio 2003, hay disponible
un estandar general de la calidad para ser aplicado en los laboratorios clinicos
[1]. Anteriormente algunos estandares de ISO fueron aplicados en el entorno
del laboratorio clinico aunque no eran especificos sino de aplicacién general, por
ejemplo la serie ISO 9000 para “Sistemas de Gestion de la Calidad”, o aplicables
para laboratorios de Metrologia, por ejemplo la Norma ISO 17025 “Requisitos
Generales parala Competencia de Laboratorios de Prueba y Calibracion”, la cual
enfatiza los conceptos de veracidad e incertidumbre de la medicién [GUM, 2].

Con la aparicion de la ISO 15189, los conceptos y terminologias que se apli-
caban a los laboratorios de prueba y calibracion, es decir conceptos metrolégicos,
se aplicaron a los laboratorios clinicos. Ahora nosotros vivimos en un mundo de
veracidad, exactitud, precision e incertidumbre de medida. Los nuevos docu-
mentos de CLSI demuestran que esta terminologia esta siendo aplicada en los
laboratorios de E.U.A., por ejemplo la guia EP15-A2 esta titulada como “Verifi-
cacion del usuario de la caracteristicas de desempeno de Precisién y Veracidad”
[3]. Adicionalmente la CLSI tiene un proyecto en desarrollo (C51) para generar
un documento sobre “Expresion de la Incertidumbre de la Medicién en el Labo-
ratorio Clinico”.

Lineamientos de la Norma ISO 15189 para la
Validacién de Métodos y el Control de la Calidad

La Norma ISO 15189 es un estandar de alto nivel que brinda lineamientos
generales sobre lo que debe ser hecho, pero no especifica mucho como hacerlo.
Los lineamientos para la validacion de métodos y control de la calidad se
encuentran en el apartado 5. Las citas que aca realizamos provienen de un
documento borrador del 2007 - 2da ediciéon que esta proximo a ser editado pero
que al momento de publicar este libro no es atn oficial. Si bien pueden aparecer
algunos cambios en la edicién final de la Norma ISO 15189:2007, la intencién
es brindarle la mejor informacién disponible al momento de publicar el libro.
Se aconseja a los lectores consulten la version final del documento que sera
publicada supuestamente para fines del 2008.

5.5.1.2 Validacion y/o Verificacion de procedimientos de examen.
Todoslos procedimientos de examen deben servalidados para asegurar, brindando
evidencia objetiva, que las especificaciones de desempeno del procedimiento
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se vinculan y son aptas para el uso previsto del procedimiento de examen.
Para aquellos procedimientos que han sido validados por el desarrollador del
método (por ejemplo, el fabricante o autor de un método publicado), el laboratorio
debe obtener informacién del desarrollador del método para confirmar que las
especificaciones de desempefio del método son apropiadas para el uso previsto
del mismo.

Nota 1. La informacién también puede ser empleada, si es necesario, para
validar el método para un uso diferente al previsto por el desarrollador.

Nota 2. Las especificaciones de desempefio del método de examen incluyen:
Limite de deteccion; limite de cuantificacién; linealidad, sensibilidad; medicion
de la precision, incluyendo medicion en condiciones de repetibilidad y en
condiciones de reproducibilidad; selectividad/especificidad, incluyendo sustancias
interferentes y robustez.

Nota 3. El laboratorio debe tener en cuenta la meta deseada para la medicion
de la incertidumbre considerando el uso previsto del procedimiento de examen.

5.5.1.3 Validacion de procedimientos de examen.
La validacion debera ser tan profunda como sea necesario para confirmar,
brindando evidencia objetiva, que los requisitos (especificaciones de desempeno)
para el uso previsto especifico del procedimiento de examen son cumplidos.

A continuacién vemos un listado de la informacién que debe ser registrada:

Identidad del mensurando, propdsito del procedimiento de examen y metas
para su desempefio, principio del método, requisitos de desempefo (ver la
Nota 2 arriba), tipo primario de muestra, requisitos de equipo y materiales,
procedimientos de calibracidn, instrucciones paso a paso para llevar a cabo
el procedimiento de examen, procedimientos de control estadistico interno de
la calidad, interferencias, calculos, medicion de la incertidumbre, intervalos de
referencia, rango reportable, valores criticos y de alerta, interpretacion de la
prueba, precauciones de seguridad y fuentes potenciales de variacion.

Para cada estudio de validacion, el laboratorio debe registrar lo siguiente:

Criterios de aceptacién y rechazo, resultados obtenidos, procedimientos
de calibracion y control, analisis de datos, caracteristicas de desempefo
determinadas, comparacion de los resultados con otros métodos y otros
laboratorios, factores que afectan los resultados, arrastre (cuando sea aplicable),
e interferencias o problemas de especificidad.
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5.5.1.3 Verificacién de procedimientos de examen.

Los procedimientos de examen de los desarrolladores que son empleados
sin modificaciones deben ser verificados para asegurar que cumplen con los
requisitos necesarios de los usuarios de acuerdo a su uso previsto. El proceso
de verificacion debe confirmar, brindando evidencia objetiva, que los requisitos
especificos de desempefio son cumplidos. El proceso de verificacion debe ser
tan profundo como lo requiera el uso previsto del procedimiento de examen. Las
especificaciones de desempeno estudiadas durante el proceso de verificacion
deben seraquellas que sean relevantes al uso previsto del mismo. El laboratorio
debe verificar la instalacidén del o los equipos y operacion del procedimiento de
examen.

Para métodos cuantitativos,

se debe verificar que los siguientes parametros de desempefio tengan un
comportamiento semejante al obtenido por el fabricante al momento de su
validacién: medicion de la precisidn, incluyendo precisién en condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad; acuerdo a los resultados de los pacientes con
respecto a métodos previos o de referencia; recuperacion del mensurando a
lo largo del rango de medicion analitico; arrastre para altas concentraciones
cuando sea aplicable; interferencias y perdidas de especificidad; intervalos de
referencia y puntos de corte (puntos de decisién clinica).

Para métodos cualitativos,

se deben verificar los siguientes parametros de desempefio: precisidon en
condiciones de reproducibilidad y repetibilidad para muestras por encima y por
debajo del valor de corte (positivas y negativas); acuerdo para los resultados
de los pacientes (sensibilidad y especificidad diagndstica); arrastre, cando sea
aplicable; interferencias y problemas de especificidad.

5.6.2.1 Programas de Control de la Calidad.
El laboratorio debe disefiar un programa de control de la calidad para cada
procedimiento de examen con la capacidad de detectar errores, monitorear el
desempenio del procedimiento de examen y verificar la calidad pretendida para
los resultados.

5.6.3 Medicion de la Incertidumbre.
Los laboratorios deben determinar la incertidumbre de medida de sus
procedimientos de medida con el propdsito de interpretar los valores medidos.
Cuando se calcula la incertidumbre de medida, todos los componentes de la
incertidumbre que contribuyen de manera significativa a la incertidumbre de
la medicion deben ser tenidos en cuenta empleando un método apropiado de
analisis. El laboratorio debe tener los datos de incertidumbre de la medicion
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de sus procedimientos de medida cuando le sea requerida por los usuarios de
Sus servicios.

5.6.3.1 Calibracion de los sistemas de medida.

Ellaboratorio debe tener un programa para calibrar los sistemas de medicion que
esta disefiado y realizado para asegurar que los resultados tienen trazabilidad a
un material de referencia especifico o procedimiento de medicién de referencia
de alta jerarquia, preferiblemente al S| de unidades o por referencia a una
constante natural u otra referencia establecida. Cuando nada de esto sea posible
o pertinente, se deben aplicar otros medios para proporcionar confianza en los
resultados, incluyendo al menos los siguientes:

a) participacién en un programa adecuado de comparaciones
interlaboratorios;

b) uso de materiales de referencia adecuados, certificados para indicar la
caracterizacion del material;

c) analisis o calibracion por otro procedimiento;
d) mediciones por cociente o basadas en relaciones de reciprocidad;

e) normas o métodos de consentimiento mutuo que estén claramente
establecidos, especificados, caracterizados y mutuamente acordados por
todas las partes involucradas;

f) documentacién de declaraciones respecto de reactivos, procedimientos o
el sistema de analisis cuando la trazabilidad la proporciona el proveedor
o el fabricante.

5.6.4 Verificando la comparabilidad metrolégica de los resultados.
Para aquellos analisis realizados utilizando distintos procedimientos,
equipamientos, o enlugares diferentes, o todos éstos, debe existirun mecanismo
definido para verificar la comparabilidad de los resultados alo largo de intervalos
clinicamente apropiados. Tal verificacion se debe realizar en periodo de tiempos
definidos y apropiados a las caracteristicas del procedimiento o el instrumento.

Uso previsto, Validacion y Verificacion

Los documentos ISO emplean una nomenclatura estandarizada que puede no
resultar completamente familiar a los cientificos del laboratorio. Por ejemplo, la
diferenciacién entre los conceptos de validacién y verificacion tiene que ver con
el uso previsto. Uso previsto, un término ampliamente empleado en las guias
ISO, no esta explicitamente definido, pero esta vinculado a la calidad requerida
para la aplicacion clinica prevista de la prueba de laboratorio. El término Uso
previsto puede estar representado por un error maximo permitido, tal como se
emplea el concepto en este libro. No obstante, también puede estar representado

pagina 268



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

por un intervalo de decision clinica, que es un tipo de requisito de la calidad
(ver capitulo 2) que es una representacion mas concreta de la calidad clinica
requerida.

Notese que el concepto de uso previsto aplica al disenio del procedimiento
de control estadistico interno de la calidad, especificamente cuando se menciona
verificar la calidad prevista de los resultados. Lineamientos sobre como disefar
un esquema de control estadisticointerno de la calidad sobre la base dela calidad
requerida para una prueba de laboratorio y la precision y exactitud observada
para un método pueden ser encontrados en nuestros libros Diserio y Control de la
Calidad Seis Sigma, y Asegurando la Calidad Correcta de la Manera Correcta.

De acuerdo a la Norma ISO 15189 se define validacion como la confir-
macion, brindando evidencia objetiva, de que los requisitos especificos para un
uso previsto u aplicacion han sido cumplidos. Por otro lado, se define verifi-
cacion como la confirmacion, brindando evidencia objetiva, de que requisitos
especificos han sido cumplidos. En el contexto de este libro, cuando hablamos
de verificacién nos referimos a la confirmacién de las especificaciones de desem-
peno declaradas por el fabricante, como fue discutido en el capitulo 19. Cuando
hablamos de validacion nos referimos a la comparacién de las caracteristicas
de desempeno de un método con un requisito de la calidad establecido para el
mismo, lo cual constituye el mensaje principal de este libro, como se demuestra
en el grafico de decisiones en el capitulo 16 y en el de evaluacién de las métricas
sels sigma de las especificaciones declaradas por el fabricante en el capitulo 20.

Caracteristicas de Desempeno del Método

El listado de caracteristicas de desempeno de ISO es muy similar al de CLIA, por
ejemplo, rango reportable o linealidad; precisiéon en condiciones de repetibilidad
y reproducibilidad; exactitud o sesgo o veracidad; interferencia, recuperacion, y
especificidad analitica; limite de deteccion o limite de cuantificacion; intervalos
de referencia ademas de puntos de corte o decision clinica. ISO enfatiza sobre el
concepto de calibracién, particularmente en la verificacion de la trazabilidad en
lugar de demostrar simplemente que los calibradores son consistentes respecto
a su valor asignado (lo cual puede implicar o no trazabilidad respecto al valor
verdadero). La otra gran diferencia es el énfasis que pone ISO en la incertidumbre
de la medicién, una caracteristica de desempeno separada que los laboratorios
deben determinar.

Si bien este libro brinda una guia detallada sobre como definir el Uso Pre-
visto de una prueba y sobre como satisfacer los requisitos de ISO para validaciéon
y verificaciéon de las caracteristicas de desempenio de un método, la discusién
es insuficiente para generar una comprensién de los conceptos de veracidad
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e incertidumbre de la medicién. El resto de este capitulo esta dirigido a sub-
sanar esta falencia dando una perspectiva de la direccion en que se dirigen los
estandares globales y algunos cambios que es probable sean encontrados en un
futuro cercano en los laboratorios de los E.U.A.

Veracidad y Trazabilidad

Primero vamos a ver algunas definiciones de la terminologia ISO/GUM [1,2]:

Procedimiento de Examen: conjunto de operaciones que tienen por
objetivo determinar el valor o caracteristica de una propiedad; (Nota: este
es un término ISO que se corresponde con el de Método o procedimiento
de medida);

Mensurando: magnitud que se desea medir;

Exactitud de medida: proximidad entre un valor medido y un valor
verdadero de un mensurando;

Veracidad de medida: proximidad entre la media de un niimero de
valores infinitos medidos repetidos y un valor de referencia;

Precision: proximidad entre las indicaciones o los valores medidos
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos
similares, bajo condiciones especificadas;

Un principio fundamental es que la veracidad solo puede ser definida a

través de la trazabilidad. La trazabilidad se refiera a un contexto de métodos de
referencia y materiales de referencia que vinculan un método de prueba hacia
atras a la verdad o valor verdadero, como se muestra en la siguiente figura.
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Valor Verdadero |G Método Definitivo
. Material de Validacion
u Referencia !
u ) ) de Método
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Trazabilidad Método de Referencia

- Material de Validacion
- Referencia de Método
. Secundario & PEEC
¥ ¥ 1

Valor Observado 4—' Método de Campo
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Material de Control
Control p—){ |nterno de la
Calidad

El punto de partida es un método definitivo que puede ser empleado para
asignar valores a materiales de referencia primarios y que también genera la
base de comparaciéon para otros métodos de referencia mas practicos. Tales
métodos de referencia y materiales de referencia secundarios se transforman
en el vinculo practico a la verdad para los métodos de campo, los cuales son
implementados en los laboratorios de rutina y monitoreados a través del control
estadistico interno de la calidad y control externo de la calidad. En este contexto,
el control estadistico interno de la calidad se refiere al analisis de materiales
de control por el laboratorio y a los esquemas de evaluacion de la competencia
o programas de evaluacién externa de la calidad.

El colesterol es un ejemplo historicos sobre el desarrollo y la imple-
mentacion de un sistema de referencia nacional en los E.U.A. El NIST (US Na-
tional Institute for Standards and Technology) desarrollo un método definitivo
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y un material certificado de referencia para colesterol. E1 CDC establecié una
serie de laboratorios de referencia para soportar los esfuerzos nacionales de es-
tandarizacion. Estos laboratorios empleaban el método de Abell-Kendahl para
establecer una base de comparacion para los métodos de campo. Los fabricantes
brindan calibradores y métodos de campo que generan resultados consistentes
en los servicios de laboratorio de rutina, déonde los métodos son monitoreados
diariamente empleando material de control interno de la calidad estable y
participan periédicamente en programas de evaluacion externa de la calidad o
esquemas de evaluacién de la competencia.

Considerando estos sistemas de métodos y materiales de referencia, un
valor trazable puede ser establecido por comparacion como se muestra en la
figura anterior.

El concepto de valor trazable reemplaza al concepto anterior de valor ver-
dadero que nunca pude ser conocido de manera exacta. Observe que ISO/GUM
no define actualmente el término de valor trazable, pero asume que dicho valor
puede sustituir al valor verdadero. Es evidente que el valor trazable no puede
ser conocido exactamente y su significaciéon debe ser descripta en términos de
incertidumbre de medida (MU, por sus siglas en Inglés). En este nuevo mundo
de términos de ISO y GUM, exactitud se transforma en el error de un resultado
individual, lo cual tiene cierta similitud con el concepto de error total ya que
puede ser afectado tanto por el error aleatorio como por el error sistematico, pero
ahora son considerados (error aleatorio y sistematico) como fuentes de varianza,
no como diferentes tipos de error.

Incertidumbre de Medida

Para comprender el concepto de incertidumbre de la medicién es necesario
familiarizarse con terminologia adicional de ISO/GUM [1,2], como sigue:

* Incertidumbre de medida: parametro asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser
razonablemente atribuidos al mensurando;

* Meta para la incertidumbre de medida: Incertidumbre de medida
formulada como meta u objetivo y decidida sobre la base de un uso previsto
especifico para la medicion de un resultado;

+ Evaluacion de Tipo A (de incertidumbre): método de evaluacion de
laincertidumbre mediante analisis estadistico de series de observaciones;

+ Evaluacion de Tipo B (de incertidumbre): método de evaluacion de
la incertidumbre por medios distintos al analisis estadistico de series de
observaciones;

pagina 272



Westgard QC, Inc., Copyright © 2013

ISO Veracidad y Exactitud
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Incertidumbre Tipica (Estandar): incertidumbre del resultado de una
medicion, expresada en forma de desviacion tipica;

Incertidumbre Tipica Combinada:incertidumbre tipica del resultado
de una medicion, cuando el resultado se obtiene a partir de los valores
de otras magnitudes, igual a la raiz cuadrada positiva de una suma de
términos, siendo éstoslas varianzasocovarianzas de esas otras magnitudes,
ponderadas en funcién de la variacion del resultado de medida con la
variacion de dichas magnitudes;

Incertidumbre Expandida: magnitud que define unintervalo vinculado
al resultado de una medicion, y en el que se espera encontrar una fracciéon
importante de la distribuciéon de valores que podrian ser atribuidos
razonablemente al mensurando;
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NOTA 1 La fraccién puede entenderse como la probabilidad o el nivel de
confianza del intervalo.

NOTAZ2 Para asociar un nivel especifico de confianza a un intervalo definido
por la incertidumbre expandida, se requieren hipdtesis explicitas o
1mplicitas sobre la distribucion de probabilidad representada por el
resultado de medida y su incertidumbre tipica combinada. El nivel de
confianza que puede atribuirse a este intervalo posee la misma validez
que las hipoétesis realizadas.

NOTA 3 La incertidumbre expandida se denomina incertidumbre global
en el apartado 5 de la Recomendacion INC-1 (1980).

Los conceptos y terminologias vinculados a la incertidumbre estan re-
presentados en la figura que se muestra a continuacion. Una estimacién de la
incertidumbre puede darse en la forma de desviacion estandar (incertidum-
bre Tipica o Estandar). Estimados de componentes multiples del proceso de
medicion pueden ser combinados adicionando las varianzas de los componentes
indivi-duales, luego tomando la raiz cuadrada de las varianzas combinadas
(Incertidumbre tipica combinada). Estos componentes pueden ser estimados
experimentalmente (Evaluacién del Tipo A de la incertidumbre) u obtenidos a
partir de informacién publicada, tedricos, (Evaluacion del Tipo B de la incerti-
dumbre). Finalmente laincertidumbre puede ser expresada como unintervalo de
confianza con un factor de cobertura establecido (una Incertidumbre Expandida
o Incertidumbre Combinada Expandida con un factor de cobertura de 2 para

Valor Media
Trazable Observada

Dispersion
Observada

235 240 245 250 255 260 265
<+=>

Incertidumbre

4ST> Estandar
Sesgo ;
— Expandida
> > P
Incertidumbre Expandida Combinada
Z(Sesgo 2+ S2)112
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un intervalo del 95 %).

Los clientes y las aplicaciones previstas

Puede serutil evaluarlos conceptos de veracidad, exactitud, precision, error total
e incertidumbre de la medida en el contexto de los clientes quienes seran los que
hagan uso de los conceptos. Diferentes clientes tendran distintas capacidades
y/o necesidades para aplicar los distintos conceptos. En el laboratorio clinico
nosotros hemos empleado tradicionalmente el modelo de error para comprender
la calidad de las pruebas y métodos. En nuestro mercado global cambiante,
el modelo de incertidumbre puede no ofrecer alguna utilidad adicional para
juzgar, controlar y manejar la calidad del proceso de examen del laboratorio.
iAca explicamos por que!

En el mundo de la metrologia, los clientes previstos son cientificos de alto
nivel quienes quieren conocer la confiabilidad del valor de un material certificado
de referencia. En este entorno, los clientes previstos tienen el conocimiento del
significado de la veracidad e incertidumbre de medida y estan en condiciones
de incorporar esa informacién dentro de su uso previsto.

iEs completamente diferente en el mundo de la salud! Los médicos atin con
un altonivel de educacién enlas ciencias médicas, tienen poca comprension sobre
el significado de las mediciones analiticas y las caracteristicas de desempeno
de los procedimientos de medida. Ellos perciben que las pruebas de laboratorio
brindan una informaciéon muy exacta, particularmente cuando los resultados
estan impresos con varias cifras significativas en informes generados por com-
putadoras. Por lo tanto el laboratorio debe intervenir por el bien del médico asi
como también por el del paciente, brindando resultados que son confiables para
el uso clinico previsto de la prueba.

De la misma manera los fabricantes deben intervenir en favor del labora-
torio entregando procedimientos de medida con resultados comparables. Los
laboratorios dependen de los fabricantes para brindar métodos con especificidad
analitica, estandarizacion adecuada, y materiales de calibracién que transfieran
al laboratorio individual veracidad en sus resultados.

Como cientificos del laboratorio clinico, nosotros debemos reconocer que
es necesario en las pruebas de laboratorios en el ambito de la salud manejar la
calidad y alcanzar resultados comparables a partir de diferentes laboratorios.
Es importante que esas actividades y responsabilidades estén adecuadamente
enfocadas en las siguientes formas:

+ Laveracidad debe estar manejada primariamente por los fabricantes. Si
se necesita alcanzar trazabilidad, sera necesario un esfuerzo por parte
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de los fabricantes. Pocos laboratorios tienen el tiempo y los recursos para
hacer esto. En el laboratorio, la Ginica aplicaciéon practica es para aquellos
procedimientos de examen para los cuales existen materiales certificados
dereferencia y pueden ser utilizados parala trazabilidad de la calibracion.
La medida practica es el sesgo lo cual indica que el concepto sistematico
de exactitud esta aplicado aqui.

+  Exactitud, particularmente el sesgo residual del procedimiento de
medida después de una estandarizacién apropiada, correccién del sesgo,
y calibracion apropiada en el campo, debe ser declarada por el fabricante
y verificada por el laboratorio. La estimacion practica del sesgo hace uso
del concepto sistematico de exactitud.

+ La precisiéon debe ser declarada por el fabricante y verificada por el
laboratorio. Como existen distintas condiciones experimentales para su
estimacioén, el fabricante debe describir esas condiciones al momento de
declarar sus especificaciones de precision. El laboratorio debe considerar
esas condiciones (declaradas por el fabricante) al momento de disefiar sus
experimentos de verificacion.

+ El error total fue disefiado para evaluar rigurosamente los efectos del
desempeno de los procedimientos de medida sobre la utilidad clinica
de los resultados [4]. El error total deberia ser manejado por los
fabricantes y los laboratorios para establecer adecuaciéon al uso previsto.
Desafortunadamente las regulaciones de los E.U.A. no requieren que los
fabricantes declaren sus especificaciones para la calidad, a través de la
FDA parece que se estuviese alentando a las fabricantes a declarar una
especificacion de error total para la aprobacién de los pruebas waived.
No obstante los laboratorios deberian adoptar un criterio basado en el
error total para tomar sus propias decisiones sobre la aceptabilidad de
los procedimientos de medida de acuerdo a su aplicacion prevista. Como
se establece el documento de la CLSI EP 21 — A [5]:

“Se recomienda que para la mayoria de los casos, si uno tiene el
conocimiento del error analitico total y resultados aberrantes, entonces
uno tiene la informacion suficiente para evaluar la aceptabilidad de la
prueba de diagnostico.”

* La incertidumbre de medida aparentemente tiene algunas aplicaciones
utiles para los cientificos de laboratorios clinicos y otras para los médicos
solicitantes. Los cientificos del laboratorio clinico rara vez tienen las
habilidades matematicas de la gente que se dedica a la metrologia, es
por esto que la metodologia recomendada por GUM no es practica o util
para el laboratorio clinico. Los médicos rara vez tiene un entendimiento
de la variacién asociada a las mediciones, por lo tanto es probable que
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aunque se les entregue una declaracion sobre la incertidumbre de los
resultados esta informacién no otorgue una ayuda real al momento de
interpretarlos. En el mundo real es mas probable que los médicos y los
pacientes se sientan sorprendidos al ver que sus resultados tiene una
mcertidumbre asociada, desilusionados al saber que sus resultados tienen
una duda asociada y preocupados al ver que sus resultados pueden ser
erréneos. Es probable que los médicos no compren este concepto y que el
mismo caiga en desgracia en el mercado. Por lo tanto la incertidumbre
de medida debe ser dirigida por los clientes intermedios, primeramente
los fabricantes y secundariamente el laboratorio.

Por lo tanto, una estimacion detallada de los componentes de la variacién
es importante para los fabricantes para mejorar la veracidad y confiabilidad de
sus pruebas, precision y exactitud son de utilidad para los fabricantes al mo-
mento de establecer y declarar sus especificaciones y para los laboratorios para
verificar esas especificaciones de desempeno establecidas por los fabricantes.
El error total es de utilidad para los cientificos de laboratorio para juzgar sobre
la aceptabilidad de sus métodos en relacion a su uso clinico previsto y posible-
mente a los médicos que estan interesados en comprender la calidad promedio
de las pruebas del laboratorio. jLos médicos comprenden el concepto de error!

Utilidad del Modelo de Error en el Mundo Real

Desde mi perspectiva, el error total fue el precursor de la incertidumbre de
medida (actualmente se corresponde con el concepto de incertidumbre combinada
expandida con un factor de cobertura de 2). Las similitudes se muestran en
la figura mas abajo, dénde el concepto de incertidumbre se muestra como un
modelo en la parte mas baja del grafico y pude ser comparado con el modelo de
error total que se ve justo por arriba.

Aunque existen diferencias matematicas en la forma en que los errores
sistematicos o sesgo son agregados a la varianza observada, o imprecision, existe
un proposito comun que es el de mostrar el rango de valores que estan asocia-
dos a un resultado individual. El modelo de estimacion de la incertidumbre de
medida de GUM es un modelo de maxima mas detallado que caracteriza cada
componente individual y luego los combina para determinar su efecto total. Este
modelo es impracticable en los laboratorios clinicos y deberia estar dirigido a
los fabricantes y sus aplicaciones.

Guias existentes para valores diana o errores permitidos (requisitos
de la calidad). Al momento de evaluar la confiabilidad de los procedimientos
de medida tanto fabricantes como laboratorios tienen la responsabilidad de
evaluar y verificar las caracteristicas de desempeno del procedimiento de
medida, identificar las fuentes de error o variacién, y hacer una evaluacién
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Valor Media
Trazable Observada

Dispersion
Observada

235 240 245 250 255 260 265
Sesgo Zs
< ><¢

>
Error Total
Sesgo +Zs
< >
Incertidumbre Expandida Combinada
Z(Sesgo 2+ S2)112

sobre la aceptabilidad de esos errores o varianzas para el uso clinico previsto
del procedimiento de medida. Aca es donde el modelo de error tiene una larga
historia de aplicaciéon en el laboratorio clinico y existen muchas guias y recursos
para asistir a la definicién de limites para error aceptable. Una conferencia de
consenso internacional desarrollada en el anio 1999 reconoci6 una jerarquia para
las especificaciones de la calidad como se muestra a continuacién [6]:

Criterio de interpretacion clinico, por ejemplo zona gris entre dos limites
dénde se observan diferentes diagnoésticos o distintas decisiones de
tratamiento son tomadas,

Metas biolégicas para la imprecision maxima permitida y el maximo
sesgo permitido derivadas de la variabilidad biolégica intra individuo y
de grupo, las cuales también se combinan para establecer una meta para
error total,

Criterios o metas para error analitico total permitido para desemperfio
aceptable en un esquema de evaluacién de la competencia (Proficiency
Testing “PT”) y Programas de evaluacion externa de la calidad (PEEC),

Opinién de grupos de expertos (por ejemplo, NCEP), y

Guias sobre “estado del arte” basadas en el desempeno del método por
ejemplo a partir de datos tomados de esquemas de evaluacion de la

competencia (Proficiency Testing “PT”) y programas de evaluacién externa
de la calidad (PEEC).
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Protocolos de Validacion de métodos existentes. Ya existen practicas
estandarizadas, procedimientos experimentales y herramientas para el analisis
de datos para evaluar el desempeno de un procedimiento de medida y validar
su aceptabilidad considerando su uso previsto (contra requisitos de la calidad
o valores diana para error permitido). La CLSI tiene disponibles una serie de
documentos que han sido disefiados por comités técnicos, sujetos a consenso,
revision y aprobacion y también sujetos a modificaciones posteriores y revisiones
después de que son probados en el campo. Estos protocolos cubren las siguientes
especificaciones de desempeno: precision, veracidad o sesgo a partir de la
comparacion de métodos, interferencias, rango lineal, limites de deteccién e
intervalos de referencia. Estos protocolos describen aproximaciones para el
analisis de datos empleando herramientas estadisticas relativamente simples
y por lo general incluyen hojas de trabajo que sirven de orientaciéon para la
recoleccién de datos y ejecucion de calculos haciendo de estos protocolos una
herramienta practica en el laboratorio hoy en dia.

Comparabilidad con estrategiasy métricas Seis Sigma. Una vezestablecida
la cantidad de error que puede ser permitida, existen herramientas y métricas
que se ajustan alasestrategias de manejodelacalidad actual, particularmente la
Gestion dela Calidad Seis Sigma. Los fabricantes han utilizado tradicionalmente
indices sobre la “capacidad del proceso” para caracterizar el desempeno de un
proceso relativo a ciertos “limites de tolerancia” o especificaciones de la calidad.
En la década del 90 esos indices fueron transformados para describir a la calidad
en una “escala sigma” y brindar asi una herramienta de evaluacion comparativa
para la calidad entre las industrias y entre los procesos [7]. Las aplicaciones
en el laboratorio han demostrado la utilidad de los conceptos y métricas Seis
Sigma para asegurar la calidad de los procesos pre analiticos y pos analiticos
[8], caracterizacion del desempeno y evaluacion de la aceptabilidad de un nuevo
procedimiento de medida [9], y la evaluacion del desempeno entre laboratorios
a partir de los datos obtenidos de esquemas de evaluacion de la competencia
(Proficiency Testing “PT”) y Programas de evaluacién externa de la calidad

(PEEC) [10].

Seleccion y diseno de procedimientos de Control Estadistico Interno
de la Calidad. Un proceso critico para la gestién de la calidad analitica es
realizar el control estadistico interno de la calidad apropiado durante el servicio
de operaciéon de rutina del laboratorio. La norma ISO 15189 [1] identifica
la necesidad de hacer esto en la seccidon 5.6.1 la cual enfatiza que el control
estadistico interno de la calidad debe ser disenado para “verificar la calidad
prevista para los resultados de las pruebas”. Desafortunadamente el modelo de
incertidumbre de medida no ha demostrado ofrecer alguna orientacién sobre
como cumplir con esta necesidad. Por otro lado, el modelo de error total, puede
ser expandido para brindar modelos para la planificacion de la calidad analitica
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y clinica asi también como herramientas para seleccionar las reglas de control
correctas, y el nimero correcto de mediciones de control [11-12] sobre la base de
la calidad requerida para la prueba y la precision y exactitud observada para el
procedimiento de medida. Por lo tanto el modelo de error total ya ha contribuido
al desarrollo del proceso de planificaciéon de la calidad y también ha aportado
herramientas graficas para una implementacién practica que ya son parte de
la guia de consenso de la CLSI C24 A3 [13].

Considerando la variabilidad biolégica intra individuo. Para muchas
pruebas, la variabilidad biolégica intra individuo puede ser muy grande,
tan grande o aiin mas grande que la variabilidad analitica, por lo tanto la
incertidumbre de la prueba debe tener en cuenta la variabilidad bioldgica
propia del paciente. Por ejemplo, la variabilidad biolégica intra individuo para
el colesterol es aproximadamente del 6%, en comparacion a la variabilidad
analitica tipica para el colesterol que es aproximadamente menor al 3%. Los
modelos para establecer metas o requisitos de la calidad [14] o los modelos para
la planificacién de la calidad [12] ya han sido desarrollados y estan disponibles.
Existe y esta disponible una base de datos con informacién sobre la variabilidad
bioldgica intra individuo y de grupo, con metas de desempeno para precision,
sesgo y error total para unas 300 a 400 entidades diferentes [15].

Interpretacion de los resultados de las pruebas en serie de pacientes.
La variabilidad biolégica intra individuo debe ser considerada al momento de
Interpretar una serie de resultados de un mismo paciente, es decir comparar
un resultado frente a los antecedentes, lo cual es critico para el seguimiento del
tratamiento del paciente. Aca es donde el modelo de incertidumbre de medida
falla en la direccién del uso previsto, no obstante exista ya una solucién en
el formato de “relacién valores de cambio” (RCV, por sus siglas en Inglés), un
término de incertidumbre definido por Fraser [14] para incluir la variabilidad
analitica y la variabilidad biolégica intra individuo de la siguiente forma:

RCV = 212 % Z * (CV,? + CV )1

Donde
7Z: Factor de Cobertura (1,96 para un 95 % o 2,33 para un 99 %)
CV,: Imprecisiéon o Coeficiente de variaciéon del procedimiento de medida
CV,: Coeficiente de variacion biolégico intra individuo
Comunicacion de los resultados a los médicos. Fraser [14] también ha
desarrollado un modelo practico para informar resultados y ayudar a los médicos

a interpretar los cambios en los resultados de las pruebas frente a los limites
de referencia, asi como también los cambios frente a resultados anteriores
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(antecedentes) usando los siguientes cédigos en los informes:

> Mayor que el limite de referencia

< Menor que el limite de referencia

>> Mayor que el limite de referencia y clinicamente significativo

<< Menor que el limite de referencia y clinicamente significativo

* cambio significativos frente a antecedente (intervalo de confianza del
95%)

cambio altamente significativo frente a antecedente (intervalo de confianza
del 99%)

*%

En efecto, se esta reportando incertidumbre con este tipo de informes sin
necesidad de generar nimeros. En lugar de generar niimeros, la estimacion de
la incertidumbre de medida se emplea para determinar si un resultado debe ser
senalizado como con una desviacién con respecto a los limites de referencia o si
ha sufrido un cambio importante con respecto a un resultado inmediato ante-
rior (antecedente). Esta aplicaciéon toma en cuenta las necesidades del médico
respecto a la informacién en un formato de facil interpretacion que puede ser
facilmente leido e interpretado por el cliente.

¢ Cual es el punto?

Veracidad, error total e incertidumbre de medida cumplen diferentes rolesy a su
vez son utiles a diferentes clientes. Los conceptos de veracidad e incertidumbre
de medida deberian estar orientados a los fabricantes de dispositivos médicos y
materiales de diagnostico, quienes deben ser responsables de brindar procesos
de examen y materiales trazables y confiables, y son responsables también de
brindar pruebas cuyasresultados sean comparables método a método, laboratorio
a laboratorio y de pais en pais.

El modelo de error, con el concepto de error total junto a las aproximacio-
nes para establecer especificaciones para la calidad, es mas util a los cientificos
de laboratorio quienes deben evaluar el desempeno del método, implementar
el control estadistico interno de la calidad, manejar la calidad del proceso de
examen para asegurar que los resultados alcanzan la calidad para el uso clinico
previsto de la prueba. Los conceptos y principios de ISO para sistemas de la
calidad pueden ser aplicados en el laboratorio clinico como fue demostrado por
Cooper y Gillions [16], pero el manejo de la calidad analitica deberia seguir
empleando el modelo de error junto con sus guias y herramientas que han sido
desarrolladas especificamente para el laboratorio clinico.

Los cientificos del laboratorio deben asumir la responsabilidad de la gestién
dela calidad analitica para garantizar la calidad de los resultados que producen,
no solo informar la incertidumbre y esperar que el médico solicitante y el paci-
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ente hagan uso correcto de los resultados. Si se va a informar la incertidumbre,
entonces el sistema para informar resultados debe ser cuidadosamente diseniado
por los profesionales del laboratorio para ayudar a sus clientes, es decir, aplicar
un sistema como el disefiado por Fraser [14] que senaliza los resultados que
exceden los limites de referencia y alerta sobre cambios significativos en una
serie de resultados (comparacion frente antecedentes).

El argumento mas fuerte en funcién de la necesidad de caracterizar la in-
certidumbre de medida sera nuestra incapacidad para controlar las pruebas de
laboratorio para “verificar la calidad prevista de los resultados de pruebas”, para
usar la frase de la norma ISO 15189. {Si no conseguimos la calidad con eficacia,
entonces tendremos que medir la calidad de estamos logrando, que puede ser
caracterizada por la incertidumbre de medicion!

Nuestro mundo esta lleno de incertidumbre, para estar seguros, pero se
vuelve mas manejable en el laboratorio cuando la atencién se centra en los
errores analiticos.
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22: Respuestas de auto evaluacién

Capitulo 1: ¢ Es la calidad aun un asunto relevante para los examenes
de laboratorio?

{Qué mitos acerca de la calidad existen en los laboratorios hoy en dia?

Muchos analistas de laboratorio creen que la calidad, particularmente la calidad
analitica, ya no es un tema relevante debido a que los laboratorios han implementado
procedimientos de control de la calidad, planeamientos de garantia de la calidad y
proyectos de mejora de la calidad. A menudo creemos erréneamente que:

*  Los programas de garantia de la calidad aseguran la calidad en el cuidado de
la salud.

+ Kl control estadistico de la calidad controla la calidad de los exdmenes de
laboratorio.

+ La calidad puede ser gestionada aun cuando se desconoce la calidad requerida.

*  Los requisitos de la calidad necesitan considerar sélo la imprecision y la
inexactitud.

*  Los métodos actuales tienen mejor imprecision e inexactitud que la necesaria.
*  Se considera hoy en dia que la calidad analitica esta asegurada.
*  No es necesario aplicar grandes mejoras a nivel de la calidad analitica.

+ El gobierno regula los examenes de laboratorio para asegurar que la calidad es
aceptable.

* Los laboratorios deben enfocarse en los errores pre y post analiticos porque los
errores analiticos ya no son un problema.

{Qué puede hacerse para mejorar las practicas de manejo de la calidad en el
laboratorio?

La calidad debe ser manejada de un modo objetivo y cuantitativo. Esto significa
definir la calidad que es necesaria o deseada para cada examen, realizar estudios
experimentales para validar que los métodos alcancen el desempefio necesario para
producir la calidad deseada, y establecer los procedimientos de control de la calidad
estadisticos para asegurar que la calidad deseada es alcanzada en la operacién diaria.

Capitulo 2. ; Como gestiona usted a la calidad?
(Cuales son los cinco componentes necesarios para gestionar a la calidad?

A menudo escuchamos acerca de las partes o componentes individuales de un
sistema de la calidad, sin entender como encajan. El marco de la gestion total de la
calidad (GTC) incluye procesos de la calidad de laboratorio (PCL), control de la calidad
(CC), evaluacién de la calidad (EC), mejora de la calidad (MC) y planificacién de la
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calidad (PC). Estos componentes deben funcionar como un ciclo o circulo de retroali-
mentacioén para proveer la mejora continua de la calidad.

(Doénde encaja la validacion de método en este marco GTC?

La validacién de método (VM) debe ser un proceso estandar de laboratorio que se
utiliza al implementar un nuevo método analitico. Como tal deberia ser parte de los
PCL — procesos de la calidad de laboratorio. Sin embargo, también debe entenderse
que la VM es un proceso utilizado como parte de la planificacién de la calidad, o PC,
para proveer la evaluacién técnica del desempenio del método que es necesaria para
implementar nuevos métodos en el laboratorio.

(Por qué es importante la validacion de método?

Aunque los fabricantes prueben sus métodos extensivamente, hay muchos factores
o variables que pueden cambiar cuando el método funciona en un laboratorio indi-
vidual. Estos factores incluyen cosas como: diferentes nimeros de lote de estandares
y reactivos, cambios en los instrumentos o componentes del sistema, cambios en las
condiciones ambientales en el laboratorio, diferentes niveles de habilidad de los op-
eradores, y condiciones de transporte y almacenamiento que pueden afectar los reac-
tivos y los materiales. La validacion de métodos provee la garantia de que un nuevo
método, sin importar los cambios que hayan ocurrido, aun opera aceptablemente bajo
las condiciones de uso en el laboratorio. Es esencial para establecer los procesos de la
calidad del laboratorio.

{Qué guia o conduce el proceso de gestion de la calidad?

Los requisitos, metas y objetivos de la calidad son necesarios para conducir el pro-
ceso de gestion de la calidad y guiar la implementacién y la evaluacion de los servicios
y procesos de examen del laboratorio.

Capitulo 3. ;Cual es el propodsito de un estudio de validacion de
métodos?

(Cuales son los dos tipos principales de errores analiticos?

Los dos principales tipos de errores analiticos son la imprecisién y la inexactitud,
los cuales pueden ser descritos como error aleatorioy error sistematicorespectivamente.
Los errores aleatorios pueden ser tanto positivos como negativos y su direccién no es
predecible. Los errores sistematicos son en una direccién y son predecibles.

{Qué se entiende por “Error Total”?

El error total es el efecto neto de la imprecisién y la inexactitud en una medicién
individual o en un resultado de examen individual. Debido a que comtnmente se realiza
una unica medicidon cuando se hace un examen de rutina de laboratorio, esa medicién
puede ser errénea a causa de la imprecisién y la inexactitud del método. Realizar
mediciones replicadas puede reducir el error aleatorio del resultado del examen, pero
no reducira el error sistematico o la inexactitud.
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(Como se relaciona el Error Total con los tipos de errores basicos?

El error total se estima comtinmente como el sesgo (o error sistematico) del método
mas un multiplo (generalmente 2, 3 0 4) de la desviaciéon estandar (o error aleatorio)
del método. Por ejemplo, usando el criterio ET= sesgo +3S, se espera que un resultado
de un examen de colesterol sera correcto dentro de 7.0 mg/dL si el error sistemético
promedio o sesgo para un método de colesterol es 1.0 mg/dL y la S es 2.0 mg/dL. Esto
indica que los estimados del sesgo y la S son apropiados para el nivel de concentracion
del espécimen de interés.

(Como describe la literatura los errores de un método?

La mayoria delos estudios publicados abordan el tema de los estimados de precision
obtenidos a partir de estudios de replicacién y los estimados de exactitud obtenidos partir
de estudios de comparaciéon de métodos. A menudo se documenta el rango reportable o
el rango de desempeiio lineal. Los limites de deteccién, la recuperacién, interferencias
y los intervalos de referencia son raramente incluidos. El informe quizas ofrezca un
punado de estadisticas sin ninguna intencién de describir el tamano de los errores.

{Qué estadisticas se usan en un informe de validacion de métodos?

Comunmente encontrara promedios (o media), S y CV para resumir la informacién
de un estudio de replicacién. Para un experimento de comparaciéon de métodos, vera re-
gresion lineal o estadisticas de cuadrados minimos (pendiente, intercepto-y y desviacién
estandar sobre la linea de regresién) y el coeficiente de correlacién y a veces también
estadisticas de exdmenes “t” (sesgo, S de las diferencias y valores “t”). Estas son las
diferentes estadisticas que debera aprender para poder interpretar los resultados de
los estudios de validacién de método.

(Coémo se vinculan las conclusiones del informe con los errores del método?

Las conclusiones acerca del desemperfio de un método analitico son probablemente
la parte menos estandarizada de un estudio de validaciéon de método, ain en estudios
publicados en prestigiosos articulos. Se deberia relacionar el desempeno del método con
los “estandares de desempeno” o “requisitos de la calidad” del examen.

Capitulo 4. ;Cuales son los requisitos regulatorios para la validacién
de métodos?

(Cuales son las clasificaciones de complejidad de un examen utilizadas para
categorizar los requisitos de CLIA para la validaciéon de métodos?

La Regla Final de CLIA clasifica los exdmenes como microscopia realizada por
el proveedor (PPM), waived y non-waived, donde la ultima clasificacién incluye las
categorias de complejidad moderada y alta de versiones anteriores de las regulaciones.
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(Cualessonlosrequisitosde validacion de métodos paralos examenes“waived”?

No hay requisitos de validacién de métodos para estos examenes. Los laboratorios
solo necesitan seguir las instrucciones de los fabricantes.

(Cuales son los requisitos de validacion de métodos para examenes “non-
waived” aprobados por la FDA?

Para examenes “non-waived”, el laboratorio debe verificar las caracteristicas de
desempenfio para rango reportable, precision, exactitud e intervalos de referencia.

(Cuales son los requisitos de validacion de método para los examenes “non-
waived” no aprobados por la FDA -o- modificados por el laboratorio?

Para los examenes “non-waived” no aprobados por la FDA o modificados por el
laboratorio, debe ser validada (ademas de rango reportable, precision, y exactitud) la
especificidad analitica (interferencias) yla sensibilidad analitica (deteccién de limite). Son
requeridos estudios mas extensivos, también, para establecer intervalos de referencia.

Capitulo 5. ; Como es seleccionado un método?

(Cuales son los tres tipos de caracteristicas de un método?

Las caracteristicas de aplicacion describen las condiciones que el método requiere
s1 va a ser utilizado en el laboratorio. Las caracteristicas de metodologia son factores
mas técnicos relacionados al desempeno esperado del método. Las caracteristicas de
desempenio son mediciones especificas de desempeno que son importantes para que el
método genere resultados aceptables.

Dé tres ejemplos de cada uno de los tipos de caracteristicas de un método.

Los ejemplos de caracteristicas de aplicacién pueden ser tipo de espécimen, tamano
de la muestra y costo. Si un método no satisface las condiciones necesarias, su uso no
debe ser considerado en el laboratorio. Los ejemplos de caracteristicas de metodologia
pueden ser el tipo de estandar utilizado (primario contra secundario), el principio de
medicion (fotométrico contra electro-quimico), o la reaccién quimica especifica elegida
(enzimatica contra no enzimatica). Los ejemplos de caracteristicas de desempenfio son el
rango reportable, la precision, la exactitud, la recuperacién la interferencia y el limite
de deteccién.

({Qué caracteristicas son de mayor interés al momento de seleccionar un
método?

Las caracteristicas de aplicacién deben ser cumplidas en la seleccion inicial de un
método. Si el método no trabaja con el tipo correcto de espécimen, no tiene un tamano
de muestra lo suficientemente pequeinio, o el costo es excesivo, entonces no hay razén
para probar su desempeno. Las caracteristicas de metodologia son, del mismo modo,
utiles para guiar la seleccion hacia un método del que se espera el desemperfio deseado.
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(Cuales son las caracteristicas de mayor interés durante la validacion de un
método?

Los estudios de validacién de método son los que realmente evaltian las caracte-
risticas de desempeno. La precision y la exactitud son las caracteristicas de desempeno
fundamentales de cualquier método y deben siempre ser evaluadas. Otras caracte-
risticas de desempeno importantes incluyen el rango reportable, la recuperacion, la
interferencia y el limite deteccidn.

Capitulo 6. ;Qué experimentos son necesarios para validar el
desempeio de un método?

{Qué experimento es utilizado para estimar la imprecision de un método?

Un experimento de replicacién se realiza haciendo diversas mediciones, general-
mente un minimo de 20, en una muestra que es estable por un periodo de tiempo de
interés en el estudio. Tipicamente, al comienzo se estudia por un periodo corto de tiempo,
1 corrida o 1 dia, luego se estudia un periodo mas largo, 20 corridas a lo largo de dias.

{Qué experimentos son utilizados para estimar la inexactitud de un método?

El experimento de comparacién de métodos es comunmente el mas utilizado para
proveer un estimado total del “sesgo” o del error sistematico entre el nuevo método, o
método de evaluacion, y un método de comparacién establecido. Los experimentos de
recuperacion e interferencia también pueden ser utilizados para evaluar si un material
especifico o la matriz de una muestra causan errores sistematicos.

(Por qué el experimento para rango reportable es realizado al comienzo del
estudio de validacion?

Este experimento define el rango analitico que se va a considerar para juntar
datos e informacién para los demas experimentos. Por ejemplo, las concentraciones de
los materiales seleccionados para el experimento de replicacion deberian estar dentro
del rango (reportable) til del método. Los especimenes de pacientes en el estudio de
comparaciéon de métodos deberian ser seleccionados para estar en el rango reportable
del método.

(Porqué porlogeneralserealizan dos experimentos de replicacion diferentes?

La informacién més rapida acerca de la precision se obtiene de un estudio a corto
plazo, como el de intra corrida o intra dia. Si esta estimacion muestra que el desempeno
del método no es aceptable, no hay razon para continuar y realizar otros estudios. Si el
desempenio a corto plazo es aceptable, entonces se necesitara un estudio a largo plazo
para evaluar el desempenfio bajo condiciones que representaran mas realisticamente lo
que es esperado durante el servicio de rutina del laboratorio.
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{Qué diferencia existe entre el error sistematico proporcional y constante?

Un error constante es aquel cuyo tamano en unidades de concentracién permanece
igual aun cuando el valor real del resultado del examen cambia. Un error proporcio-
nal es aquel cuyo tamano en unidades de porcentaje permanece igual cuando el valor
real del resultado del examen cambia. Por ejemplo, al calibrar un método, un error al
ajustar el cero producira generalmente un error constante, mientras que un error al
ajustar la calibracion producira un error proporcional.

(Qué experimentos se realizan para estimar los errores sistematicos
proporcional y constante?

Los experimentos de interferencia pueden ser usados para estimar los errores
sistematicos constantes (EC) a causa de los materiales especificos. Los estudios de recu-
peracion pueden ser usados para estimar los errores sisteméaticos proporcionales (EP).
También puede obtenerse informacién acerca de los errores sistematicos constantes y
proporcionales a través de un experimento de comparacién de métodos al interpretar
cuidadosamente las estadisticas de regresién (la pendiente es relacionada al EP, el
intercepto-Y al EC).

Capitulo 7. ; Como se analizan los datos experimentales?

({Qué calculosrealizaria usted conlos datos obtenidos a partir del experimento
de replicacion?

Las estadisticas generalmente calculadas sonla media, la Sy CV. Ocasionalmente,
los valores “F” son calculados para comparar las S observadas de los diferentes métodos.

({Qué calculosrealizaria usted conlos datos obtenidos a partir del experimento
de comparacion de métodos?

Generalmente se calculan las estadisticas de regresion lineal (pendiente, intercepto-
Y, desviacién estandar de los puntos sobre la linea de regresién). A menudo se incluye
el coeficiente de correlacién. Otros calculos que también suelen encontrarse son las
estadisticas para datos apareados de examenes “t” (sesgo, desviacion estandar de las
diferencias, valor “t”).

{Qué graficos estan asociados a los diferentes tipos de analisis?

Un histograma provee un util grafico de la informacién de un estudio de repli-
cacién. Parala informacién proveniente de un experimento de comparacion de métodos,
comunmente se usa un grafico de comparacién (valor del examen como coordenada “y”,
valor comparativo como coordenada “x”) cuando se calculan las estadisticas deregresion.
Cuando las estadisticas “t” son calculadas a menudo se utiliza un grafico de diferen-
cias (la diferencia entre valor obtenido por el método de examen y el valor obtenido por

.

el método de comparacién como la coordenada en “y”, contra el valor obtenido por el
método de comparacién como la coordenada en “x”).
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Estime la media, desvio estandar y coeficiente de variacion a partir del
siguiente conjunto de datos:

[203, 202, 204, 201, 197, 200, 198, 196, 206, 198, 196, 192, 205, 195, 207, 198, 201,
195, 202, 195]

La razoén para hacer esta pregunta (y la siguiente) es saber si tiene acceso a he-
rramientas de calculo tales como una calculadora de mano, una planilla electrénica
de calculo o un programa estadistico para trabajar en un ordenador.. También puede
hacer uso de las calculadoras online disponibles en:

http://www.westgard.com/mvtools.html

Para este conjunto de datos (que también es el conjunto de datos ejemplo provisto
con las calculadoras en linea nombradas mas arriba) la media es 199,55,1a S es 4,1861
y CV es 2,0977. En la practica, redondeariamos la Sa 4,19y CV a 2,10%.

Estime los estadisticos de regresion y el sesgo promedio a partir del siguiente
conjunto de datos:

Método de Examen (Y) Método de Comparacion (X)
218 217
161 161
240 244
193 193
290 295
117 118
118 122
203 204
74 74
114 116
245 238
262 260
203 203
218 207
311 304
362 353
332 327
428 423
163 155
268 257

Este conjunto de datos es también la informacién disponible a manera de ejemplo
en la calculadora de datos apareados online disponible en la direccién mencionada
arriba. La pendiente es 1,0226, el intercepto-Y es -2,6022, la S de los puntos sobre la
linea de regresién es 4,754 y el coeficiente de correlaciéon es 0,9986. En la practica,
redondeariamos las estadisticas de regresion a 1,023, -2,60 y 4,75 respectivamente.
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Capitulo 8. ;Coémo se calculan estas estadisticas?

Enunestudiode validacion de métodos de colesterol, el estadistico-t obtenido
a partir de la comparacion de métodos arroja los siguientes datos:

Sesgo =1.74 mg/dL, Sdif = 5.90 mg/dL, N =81, y t = 2.65. ;Cual es el valor critico
de “t” para p = 0.05? (Es el sesgo observado estadisticamente significativo?
(Es el sesgo observado clinicamente significativo?

Para N=81, el valor “t” critico puede ser encontrado en el cuadro y es aproxima-
damente 1,99 para P=0,05 (examen bilateral de significancia, df=N-2). Nétese que a
menudo tendra que interpolar entre los valores dados en los cuadros de valores criti-
cos. El valor “t” observado de 2,65 es mayor que el valor critico de 1,99, por lo tanto el
sesgo observado es estadisticamente significativo o “real”. Sin embargo, la magnitud
del sesgo (1,74 mg/dL) podria ser lo suficientemente pequena para ser aceptable para
el uso clinico de un método. Es por eso que no recomendamos usar un examen “t” para
evaluar la aceptabilidad del desempeno del método. En vez de eso recomendamos una
técnica grafica conocida como el Cuadro de Decisién de Método, descrito en el capitulo 16.

En un estudio de validacion de métodos, el método en evaluacion tiene una
desviacion estandar de 4.0 mg/dL y el método de comparacion tiene una
desviacion estandar de 5.0 mg/dL, ambos valores fueron estimados a partirde 21
mediciones efectuadas sobre el mismomaterial de control cuya concentracion
aproximada es de 200 mg/dL. ;Cual es el valor calculado para el estadistico
“F”? (Es la diferencia de desempeno a nivel de precision estadisticamente
significativa? jEsla diferencia de desempeno anivel de precisiéon clinicamente
significativa?

El valor “F” calculado es de 1,56 (25/16). Para 20 grados de libertad (df=N-1) para
cada método, el valor critico “F” puede encontrarse en el cuadro y es de 2,12. Debido
a que el valor “F” observado es menor que el valor “F” critico, la diferencia no es es-
tadisticamente significativa. Sin embargo, la significancia clinica de la imprecisién
observada depende del tamano de la S del método comparada con la cantidad de error
permitido. Nuevamente, no recomendamos el uso de un examen de significancia, en
este caso el examen “F”, para juzgar la aceptabilidad del desempefio de un método. El
Cuadro de Decision de Método le permitira considerar la precisién y la exactitud del
método en relacién a un requisito de la calidad definido en la forma de la cantidad de
error total que es permitido para el examen.

Para verificar las especificaciones de precision declaradas por el fabricante
se calculé el estadistico “F” para comparar la desviaciéon estandar de 5.0 mg/
dL obtenida en un experimento de replicaciéon para el método evaluado a
partir de un N= 31 con la desviacion estandar declarada por el fabricante de
4.0 mg/dL obtenida también de un experimento de replicacion con N=31. ;Ha
verificado usted las especificaciones del fabricante para precision?

El valor “F” calculado es nuevamente 1,56 (25/16). Para 30 grados de libertad
(N-1) por ambos métodos, el valor critico “F” es de 1,93. Debido a que el valor “F” cal-
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culado es menor que el valor “F” critico, la informacién no muestra que la diferencia
sea estadisticamente significativa. En este caso la precision observada en el laboratorio
no es diferente a la declarada por el fabricante, de esta manera la especificacién del
fabricante ha sido verificada.

Para verificar las especificaciones de precision declaradas por el fabricante
se calculé el estadistico “F” para comparar la desviacion estandar de 5.0 mg/
dL obtenida en un experimento de replicaciéon para el método evaluado a
partir de un N=11 con la desviacion estandar declarada por el fabricante de
3.0 mg/dL obtenida también de un experimento de replicacion con N=11. ;Ha
verificado usted las especificaciones del fabricante para precisiéon?

El valor “F” calculado es 2,78 (25/9). El valor critico “F” para 10 grados de libertad
(N-1) por ambos métodos es de 2,98. Debido a que el valor “F” calculado es menor que
el valor “F” critico, no hay diferencia estadisticamente significativa entre la precision
observada en el laboratorio y aquella declarada por el fabricante. Por lo tanto la infor-
macién no es inconsistente con la especificacion declarada por el fabricante y puede
decirse que la especificacion del fabricante ha sido verificada. Notese, sin embargo,
que si se hubiese realizado un experimento de mayor peso con 31 mediciones, el valor
critico “F” seria 2,70 y la informacién obtenida nos diria que la especificacién del fab-
ricante no fue verificada. Este es un ejemplo que muestra que tener poca informacion
limita la capacidad de evaluar adecuadamente el desempefio de un método frente a la
especificacion declarada por el fabricante.

Para verificar las especificaciones del fabricante para exactitud se trabajo
con el estadistico “t”, se obtuvo un sesgo de 1.5 mg/dL y un valor de “t” de 2.5
para un estudio donde se procesaron 40 muestras de pacientes por el método
a evaluar y el mismo método de comparacion empleado por el fabricante al
momento de establecer sus especificaciones. El fabricante declaré que no
existia sesgo entre ambos métodos. (Ha verificado usted las especificaciones
declaradas por el fabricante para exactitud?

Elvalor critico “t” es 2,02 para un N de 40. Debido a que el valor t calculado de 2,50
es mayor que el valor critico “t” de 2,02, la diferencia es estadisticamente significativa
o “real”. La informacién no verifica la especificaciéon declarada por el fabricante que
dice que el sesgo deberia ser cero entre estos dos métodos. Sin embargo, el tamafio del
sesgo es pequeno (1,5 mg/dL) y el desemperio del método podria ser aceptable para los
propésitos clinicos. Una vez mas, este ejemplo muestra que las conclusiones acerca de
la significancia estadistica y la significancia clinica pueden ser diferentes. Nuevamente,
una mejor propuesta es usar el Cuadro de Decision de Método en vez de depender de
examenes de significancia estadistica.

Capitulo 9. ; Como se determina el rango reportable de un método?

({Qué cantidad de niveles de diferente concentracion son necesarios
para validar el rango reportable?

El minimo es 4, pero normalmente se prefiere 5 o 6.
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(Cual es una forma practica de obtener una serie de esos materiales?

Una serie de 5 materiales puede ser facilmente preparada usando un pool de pa-
cientes “alto” y uno “bajo”. Mezcle 3 partes del pool “bajo” con 1 parte del pool “alto”, 2
partes del “bajo” con 2 partes del “alto” y 1 parte del “bajo” con 3 partes del “alto”. Estas
3 mezclas junto con los pooles originales “alto” y “bajo” le dara una serie de 5 muestras.

(Cuantas repeticiones se efectian por lo general sobre cada uno de los
materiales?

Un minimo de 2, pero es preferible que se realicen 3 o 4.
(Como se analizan los datos para evaluar el rango reportable?

A pesar de todas las estadisticas que pueden ser calculadas, el estandar de oro
para evaluar el rango reportable es graficar los valores observados o el promedio de
los replicados en el eje “y” contra el valor asignado para los materiales en el eje “x”.
Dibuje la mejor linea recta a través de la informacidn, asegurandose que la linea pase
a través de los puntos al final inferior del rango. Inspeccione visualmente el grafico
y determine el rango lineal donde los resultados de los exdmenes serdan confiables.
Describa este “rango reportable” por el limite inferior (generalmente cero) y el limite

superior determinado por el grafico obtenido a partir de sus datos.
(Como se analizan los datos para evaluar linealidad?

iLa linealidad no es realmente la caracteristica de desempefno que necesita ser
validada! Lo que es de interés es el rango reportable. Sin embargo, puede usar es-
tadisticas de regresion lineal o de primer orden para ajustar la informacién y describir
estadisticamente la linea observada y el ajuste de la informacién. Existen exdmenes
estadisticos méas elaborados y mas complicados publicados en la literatura para evaluar
lalinealidad, pero por razones practicas, la mayoria de la gente solo inspecciona visual-
mente la informacién y la linea de mejor ajuste para determinar la linealidad.

Capitulo 10. ;Como se determina la imprecisiéon de un método?

(Cuantos niveles o materiales se necesitan para un estudio de replicaciéon?

Un minimo de dos diferentes niveles o concentraciones, y preferiblemente tres
para brindar estimados a niveles bajos, normales y elevados.

({Cual es el nimero minimo de mediciones que generalmente se recogen?

Comunmente se acepta que el nimero minimo de mediciones replicadas deberia
ser de 20. Seria mejor realizar mas mediciones debido a la dificultad para obtener un
estimado confiable de la S aun con 20 mediciones.

({Qué periodo de tiempo deberia abarcar el experimento de replicacion final?

La mayoria de los estudios adhieren a un periodo de tiempo minimo de 20 dias
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habiles o un mes de calendario debido al alto costo de extender el periodo de tiempo
del estudio mas alla del minimo requerimiento.

(Como se analizan los datos para estimar la imprecision?

Calcule la media, la S y los CV para cada uno de los materiales. Prepare un his-
tograma para documentar la forma de la distribucién.

Capitulo 11. ; Como se determina la inexactitud o sesgo de un método
determinado?

(Cual es el nimero minimo de especimenes que se utilizan generalmente en
la comparacion?

Se recomienda generalmente un nimero de 40. Sin embargo, se puede obtener un
resultado aceptable con un minimo de 20 si los especimenes han sido seleccionados para
cubrir de manera homogénea del rango analitico del procedimiento de medida evaluado.
Silos especimenes se eligen de manera aleatoria, muchos valores de los exdmenes caeran
en el intervalo de referencia para la poblacién saludable y por lo tanto se necesitaran
mas especimenes para cubrir el rango analitico amplio deseado para el experimento.

(Cuantos replicados de las mediciones se efectian por lo general?

Se prefieren efectuar duplicados por el método de examen y el método de compara-
cién. Sin embargo, es comun realizar mediciones Unicas para ambos métodos cuando
estos han sido bien estudiados por los fabricantes o bien documentados por los estudios
publicados.

{Qué periodo de tiempo se recomienda para la duraciéon del experimento?

Se recomienda un minimo de 5 dias para los experimentos de comparacién de
métodos con el fin obtener datos representativos del desempeno de los métodos. Un
periodo de tiempo mayor es aceptable. Es frecuente realizar el estudio de comparacion
de métodos en paralelo con el estudio de replicacion a largo plazo, el cual usualmente
cubre un periodo de 20 dias.

(Como deberianser calculadoslos datos cuando existen dos nivelesde decision
médica?

Es conveniente utilizar estadisticas de regresion lineal cuando hay dos o mas
niveles de decisién de interés. Estas estadisticas permiten estimar el error sistematico
en cualquier concentraciéon dentro del rango analitico que ha sido estudiado.

{Como deben graficarse los datos si hay dos o mas niveles de decision médica?

Usando un grafico de comparacién donde el resultado obtenido por el método de

({3

examen es graficado en el eje “y” contra el resultado obtenido por el método compara-

({3

tivo en el gje “x”.
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({Qué calculos deben ser utilizados si hay un tinico nivel de decisién médica?

Lasestadisticas deregresionlineal pueden usarse para calcular el error sistematico
en un nivel de decision, pero también es posible que las estadisticas de los examenes
“t” brinden un estimado confiable del error sistematico si la media de la informacion
es cercana al nivel de decisién de interés. Si el rango de la informacién analitica es
estrecho, entonces se preferirdn las estadisticas de exdmenes “t” y no las estadisticas
de regresion.

(Como se grafican los datos cuando existe un tinico nivel de decision médica?

Junto con el uso de estadisticas de exdmenes “t”, puede usar un “grafico de dife-
rencias” en el cual la diferencia entre el resultado obtenido por el método de examen

«_

y el resultado obtenido por el método de comparacién se grafica en el eje “y” contra el

({3

resultado obtenido a partir del método de comparaciéon que se representa en el eje “x”.

Capitulo 12. ; Como usar la estadistica para estimar errores
analiticos?

El siguiente resumen estadistico fue obtenido a partir de un experimento
de comparacion de métodos para glucosa:
a =5,23 mg/dL, b = 0,999, Sy/x = 7.23 mg/dL, sesgo = 5,13 mg/dL, S =
7,23 mg/dL, t = 8,03, r = 0,996, N = 128.

(Cual es el error sistematico proporcional entre los métodos?

Hay muy poco error proporcional dado que la pendiente es de 0,999, lo cual es
solo 0,001 o 0,1% diferente al valor ideal de 1,000.

(Cual es el error sistematico constante entre los métodos?

El error constante puede ser estimado del intercepto-Y o del sesgo, que son de
5,23 mg/dL y 5,13 mg/dL respectivamente.

(Cual es el error aleatorio entre métodos?

El error aleatorio entre los métodos puede ser estimado a partir de Sy/x o del S,
cuyos valores son de 7,23 mg/dL.

(Porqué haytanbuenaconcordanciaentre las estimaciones del error obtenido
a partir de estadisticas de regresiéon y estadisticos “t”?

Los estimados de errores por regresion y los exdmenes “t” tienen tan buena con-
cordancia porque no hay error proporcional presente.

(Eselerror sistematico entre métodos estadisticamente significativo o “real”?

Si, el error sistematico es estadisticamente significativo o real, como lo muestra
el hecho de que el valor “t” calculado de 8,03 es mayor que el valor “t” critico, que es
aproximadamente 2,0 cuando N es 30 o mas.
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(Qué le dice el coeficiente de correlacion?

El alto valor para el coeficiente de correlacién indica que se ha obtenido una am-
plia gama de informacién y los estimados de regresién de la pendiente y del intercepto
deberian ser confiables.

El siguiente resumen estadistico fue obtenido a partir de un experimento de
comparacion de métodos para nitréogeno ureico:
N =316, a = -0,31 mg/dL, Sa = 0,23 mg/dL, b = 1,032, Sb = 0,009, Sy/x =
0,97 mg/dL, Sx = 13,2 mg/dL, r = 0,997, sesgo = 0,40 mg/dL, S .= 1,08 mg/
dL, t = 6,58.

(Cual es el error sistematico proporcional entre los métodos?

Hay un error sistematico proporcional de alrededor de 3,2% como se revela por la
diferencia entre la pendiente observada de 1,032 y el valor ideal de 1,00.

(Cual es el error sistematico constante entre los métodos?

El mejor estimado del error constante esta dado por el intercepto-Y (-0,31 mg/
dL); en este caso hay un error proporcional entre los métodos, lo que hace sospechar
las estadisticas de la prueba t.

(Por qué es mejor usar las estadisticas de regresion para estimar los errores
en lugar de usar un estadistico t?

Recuerde que los estimados de errores a través de las estadisticas de pruebas
t son influenciadas por el error proporcional, que se evidencia tanto por el valor del
Sesgo como por el valor de SDdiff, aun cuando no es un error de este tipo. Por lo tanto
es mejor estimar los componentes constantes y proporcionales del error sistematico
usando la pendiente y el intercepto y respectivamente.

(Cual es el intervalo de confianza del 95% para la interseccion-Y?
(Difiere la interseccion-Y significativamente del valor ideal de 0.0?

Elintervalo de confianza del 95% para el intercepto-Y puede ser calculado a partir
del valor del intercepto-Y (a) + 2 veces la desviacién estandar del intercepto-Y (Sa),
en el cual “a” es -0,31 mg/dL, “Sa” es 0,23 mg/dL y 2*Sa es 0,46 mg/dL. Esto significa
que el intervalo de confianza del 95% para el intercepto-Y va desde -0,76 mg/dL hasta
+0,15 mg/dL. Debido a que este intervalo de confianza incluye el valor ideal de 0,0, el
intercepto-Y no es significativamente diferente del valor ideal.

(Cual es el intervalo de confianza del 95% para la pendiente?
(Difiere la pendiente significativamente del valor ideal de 1,0?

El intervalo de confianza del 95% para la pendiente puede ser calculado del valor
de la pendiente (b) = 2 veces la desviaciéon estandar de la pendiente (Sb), en el cual
“b” es 1,032, “Sb” es 0,009 y 2*Sb es 0,018. Esto significa que el intervalo de confianza
del 95% para la pendiente va desde 1,014 hasta 1,050. Debido a que este rango no
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incluye el valor ideal para la pendiente de 1,0, puede decirse que la diferencia entre
la pendiente observada e ideal es estadisticamente significativa.

(Qué le dice el coeficiente de correlaciéon?

El alto valor del coeficiente de correlacion indica que se ha obtenido una amplia
gama de informacion y que los estimados de la pendiente y el intercepto deberian ser
confiables.

Capitulo 13. ; Coémo examinar fuentes especificas de inexactitud?

(Cual es la diferencia entre un experimento de recuperaciéon y uno de
interferencia?

Los experimentos se ven similares, pero son en realidad diferentes. En un ex-
perimento de recuperacion, se anade el analito que el examen esta midiendo. En un
experimento de interferencia, se afnade un material diferente que potencialmente
interferira en la medicién del analito de interés. Los calculos son bastante diferentes
porque los experimentos se utilizan para estimar diferentes tipos de errores analiticos.
El experimento de recuperacion se usa para estimar los errores sistematicos propor-
cionales, por lo tanto los resultados son en porcentaje. El experimento de interferencia
se usa para estimar errores sistematicos constantes, por lo tanto los resultados son en
unidades de concentracion.

{Qué interferencias comunes se estudian usualmente?

Los efectos provocados por elevaciones en los niveles de bilirrubina y la presencia
de lipemia y hemolisis, son comtUnmente estudiados por la mayoria de los métodos.

(Cual es la manera apropiada de calcular la recuperacion?

Debido a que el error proporcional deberia ser representado como un porcentaje,
los resultados de un experimento de recuperaciéon son proporcionados para brindar una
proporcién que luego puede ser convertida a un porcentaje. La cantidad recuperada debe
ser dividida por la cantidad anadida. La cantidad recuperada es la diferencia entre el
resultado obtenido para la muestra anadida y el resultado obtenido para la muestra
empleada como blanco. Un error comun es dividir el resultado de la muestra afiadida
por el resultado de la muestra de blanco, en vez de calcular la diferencia y dividir por
la cantidad anadida.

Capitulo 14. ; Cual es el valor mas bajo confiable para un método?

(Cuando usted necesita realizar un experimento de limite de detecciéon?

Ellimite de deteccién deberia ser validado para aquellos exdmenes en los cuales los valores
inferiores son interpretados criticamente. El limite de deteccién es importante para las drogas
forenses con el fin de documentar la presencia o ausencia de las drogas. El limite de deteccién
también es importante para marcadores tumorales que se usan para dar seguimiento a los
resultados de un tratamiento.
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(Qué estimacion del limite de deteccion dara generalmente el valor mas alto?

El Limite de Cuantificacién “LC” (LoQ, por sus siglas en inglés) dara generalmente el
estimado mas alto del limite de deteccién. La Sensibilidad Funcional (F'S, por sus siglas en
inglés) dara el estimado préximo mas alto. El Limite de Blanco (LLoB, por sus siglas en inglés)
dara el mas bajo.

(Por qué el Limite de Deteccion “LB” (LoD, por sus siglas en inglés) es siempre mas
alto que el Limite Vacio (L.oB)?

El Limite de Detecciéon (LoD) es siempre mas alto que el Limite de Blanco (LoB) porque
es definido como LoB +1,65 *Sspk, en el cual Sspk es la desviacién estandar observada para
una muestra suplementada de bajo nivel.

Capitulo 15. ;Coémo se verifica el intervalo de referencia de
un método?

(Cuantos especimenes de pacientes se necesitan generalmente para verificar
un intervalo de referencia?

De acuerdo a los lineamientos de CLSI, se necesitan un minimo de 20 especimenes
para verificar la transferencia de un intervalo de referencia recomendado por el fa-
bricante al laboratorio.

(Cual es el numero minimo de especimenes de pacientes para establecer un
intervalo de referencia?

Los lineamientos de CLSI por lo general recomiendan obtener 120 individuos
que representen un grupo de interés. Se necesita un minimo de 60 para brindar un
estimado preliminar.

(Como se puede transferir un intervalo de referencia desde un método de
comparacion?

Asumiendo que en el pasado ha habido estudios adecuados para estimar el/los
intervalo/s de referencia para el método comparativo, un intervalo de referencia para
un nuevo método puede ser calculado a partir de la linea de regresion, o estadistica
de regresion, obtenida a partir de la informacién del experimento de comparacién de
métodos.

Capitulo 16. ; Como evaluar el desempeiio de un método?

(Como se incorpora un requisito de la calidad en una Carta de Decision del
Método?

La escala del Cuadro de Decisién de Método esta basada en el error total per-

«_

mitido (TE)) que es definido para el examen. La escala en el eje “y” va desde cero hasta

el valor del TE, y la escala del eje “x” va desde cero hasta el 50 % del requisito de la
calidad (0,5*TE,).
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(Cual es una fuente comun de requisitos de la calidad para un ensayo?

Paralos laboratorios de E.U.A., los errores totales permitidos estan definidos para
aproximadamente 80 examenes segun el criterio CLIA para el desemperio aceptable en
esquemas de evaluacion de la competencia (PT, por sus siglas en Ingles). Los criterios
CLIA son oficialmente publicados en el Registro Federal. Para los laboratorios fuera de
Estados Unidos, existen criterios similares disponibles de otros programas nacionales
o profesionales de “evaluacién externa de la calidad”.

(Cuales son los parametros de desempeno criticos que se grafican en una
Carta de Decision del Método?

El sesgo o inexactitud observada del método se grafica en el eje “y”’. La impre-
cisién observada o CV del método se grafica en el eje “x”. Se recomienda que el CV del
experimento de replicaciéon a largo plazo se acople con el error sistematico (Sesgo) del
experimento de comparacién de métodos para localizar el “punto operativo o de fun-
cionamiento” del método. Estos resultados brindaran la evaluacién mas exigente del
desempeno del método.

(Cuales son las clasificaciones de desempeno en una Carta de Decision del
Método?

Al desempenio del método se lo clasifica como inaceptable, pobre, marginal, bueno,
excelente y clase mundial (Seis Sigma), dependiendo del lugar dénde se posicione el
punto operativo. Un método con un desempeno inaceptable es tan malo que la calidad
del examen no puede satisfacer el requisito de la calidad definido para el examen. Un
método con un desempeno pobre podria haber sido considerado aceptable antes de la
introduccién de la Gestién de la Calidad Seis Sigma, pero Seis Sigma establecié un
minimo de desempeno de 3 sigmas para cualquier proceso de produccion. Un método
con un desemperfio marginal esta bien cuando todo estd funcionando adecuadamente
pero generalmente requerira esfuerzos extensivos para mantener el desempernio bajo
operaciones de rutina. Un método con un desempeno bueno requiere de un esquema de
control estadistico interno de la calidad solido y ofrece un desempernio consisten durante
la operacién de rutina. Un método con un desempeno excelente sera muy manejable y
controlable. Un método con desempeno de clase mundial requerira un minimo control
estadistico interno de la calidad para garantizar que se alcanza la calidad deseada en
la operacion de rutina.

(Cual es su evaluacion sobre un método de calcio cuya S observada es 0.2 mg/
dL y cuyo Sesgo observado es 0.1 mg/dL a un nivel de decision médica de 11.0?

Para el calcio, el error total permitido por CLIA es 1,0 mg/dL, el cual a un nivel de
decisién de 11,0 mg/dL seria aproximadamente 9%. Establezca una escala en el eje “y”
desde cero hasta el valor del requisito de la calidad escogido para el nivel de decisién
médica evaluado (9%) en la Carta de Decisién de Método. Establezca la escala en el
eje “x” desde cero hasta el 50% del requisito de la calidad escogido, 4,5% (9% *0,5).
La S observada es de 0,2 mg/dL a 11,0 mg/dL y equivale a un CV de 1,8%. El sesgo
observado es equivalente a 0,9%. El punto operativo (y=0,9%, x=1,8%) muestra que el

desempeno del método es “bueno”.
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Capitulo 17. ; Cual es un procedimiento practico para validar un
método?

(Cuales son los experimentos minimos necesarios para sus examenes?

La respuesta, por supuesto, depende de la clasificacién de los examenes que se
realizan en su laboratorio. Si se realizan s6lo exdmenes waived o PPM, no se necesitan
estudios de validacién de método. Si se realizan exdmenes non-waived, por lo general
necesitara validar el rango reportable, realizar un experimento de replicacién para
validar la precisién y realizar un experimento de comparaciéon de métodos para validar
la exactitud del método. Puede verificar la transferencia de los intervalos de referencia
mediante el calculo de los resultados de la comparacion de métodos si previamente ha
realizado estudios para establecer intervalos de referencia en su propio laboratorio o
mediante el enfoque de 20 muestras para verificar los intervalos recomendados por el
fabricante.

(Cual es el nimero minimo de mediciones necesarias para cada experimento?

Las mediciones minimas para el rango reportable son duplicados en una serie de
4 muestras o estandar (o 5 materiales para CAP). La precisién requiere 20 mediciones
por un periodo de 20 dias preferiblemente, aunque algunas agencias de inspeccién
pueden aceptar protocolos mas cortos. La exactitud a través de la comparacion de mé-
todos deberia requerir de 20 a 40 especimenes de pacientes — 20 s1 las muestras son
seleccionadas para cubrir un rango analitico amplio, 40 si son seleccionadas de manera
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aleatoria. La transferencia de los intervalos de referencia puede ser verificada con 20
especimenes de un subgrupo definido de la poblacion.

(Cual es la mejor forma de organizar estos experimentos?

Realice la linealidad primero, luego la replicacién y la comparacién de métodos y
por dltimo verifique la transferencia del intervalo de referencia.

(Cual es la forma mas practica de hacer los calculos a partir de los datos?

Esto, por supuesto, depende de sus recursos personales y de los recursos disponibles
en su laboratorio. A menudo es practico usar una hoja de calculos electronica ya que la
mayoria de las computadoras vienen con algin tipo de paquete de “office” que incluye
una hoja de calculo.

Capitulo 18. ; Coémo usa la estadistica en el Mundo Real?

Elanalisisderegresionlineal parauna prueba de hemoglobina glicosilada
muestra los siguiente: Nuevo Método (Y) = 0.93 Viejo Método (X) + 0.29 (r =
0.992). ;(Cual es el estimado para la pendiente y cual es el estimado para el
intercepto-Y?

Es bastante comtun ver las estadisticas de regresién presentadas como la ecu-

[

acion y=a+b*x, en la cual “a” es el intercepto-Y y “b” es la pendiente. En este caso “y
es valor del “nuevo método” y “x” es el valor del “viejo método”. E1 multiplicador del
“viejo método” es la pendiente, que es de 0,93. Idealmente, deberia ser de 1,00 pero la
informacién muestra que el nuevo método tiene un error proporcional de 7,0% (1,00-
0,93, que es 0,07 o0 7,0% al expresarlo como porcentaje). El intercepto-Y es de 0,29%

GHb. Noétese que % aqui es la unidad de la medicién GHb.

(Son confiables los estimados para la pendiente y el intercepto-y?

Dado que “r” es mayor que 0,99, la regresion lineal comtn brindara estimados
confiables de la pendiente y el intercepto-Y.

(Deberia usted emplear la prueba “t” o Bland Altman en lugar de la regresion
lineal simple?

No es necesario recurrir al andlisis de datos de una prueba “t” o Bland-Altman
p
ya que la regresién lineal comun sera confiable para estos datos.

(Deberia usted usar la regresion de Deming o el modelo Passing-Bablock en
lugar de la regresion lineal simple?

No es necesario utilizar la regresion Deming o Passing-Bablock ya que la regresion
lineal comun sera confiable para esta informacion.
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Capitulo 19. ;Cémo pueden ser verificadas las especificaciones de
desempeno de los fabricantes?

{Qué es lo que hace al protocolo EP 15 atractivo para los laboratorios?

El EP15 requiere minima informacion, s6lo 5 dias para la precisién, sélo 20 espe-
cimenes de pacientes para la comparacién de métodos, y posiblemente s6lo 2 materiales
de referencia analizados en duplicado por 5 dias para la veracidad. El EP15 sélo esta
destinado a verificar las especificaciones declaradas por los fabricantes, es decir para
demostrar que el desempenio observado en el laboratorio es consistente con el desem-
perio esperado (declarado) por el fabricante.

(Cuales son las dificultades potenciales en la implementacion del EP 15?

Los calculos son mas complicados, particularmente aquellos empleados en la
estimacion de la precision. Los calculos también requieren la estimacion de los limites
de confianza o limites de verificacién para demostrar que el desempeno del laboratorio
es consistente con el desempefio declarado por el fabricante.

{Qué es la precision intra laboratorio?

Este es un nuevo término, consistente con la terminologia utilizada por ISO (Or-
ganizacién Internacional para la Estandarizacién) para la precisién total o dia a dia.

{Qué es “veracidad”?

Este es un nuevo término, una vez mas utilizado por ISO, para la exactitud, la
cual es estimada al calcular el “sesgo”.

(Cual es el modelo estadistico recomendado por el EP 15 para la estimacion
del sesgo?

Las estadisticas apareadas de la prueba “t”, junto con un grafico de diferencias
para realizar una presentacion grafica de los datos de pacientes.

Capitulo 20. ;Cémo pueden ser evaluadas las especificaciones de
desempeio declaradas por los fabricantes en una escala Sigma?

(Cual es el vinculo que existe entre La Carta de Decisién de Método y la
métrica Sigma?

Elcriterio de la Carta de Decisién de Método corresponde al desemperio enla escala
sigma, por ejemplo TE=sesgo+ 6S corresponde a 6-desempenio Sigma, TE= sesgo+5S
corresponde a 5- desempenio Sigma, etc. Puede usar una herramienta grafica para
juzgar la aceptabilidad del desempenio, o puede calcular una métrica Sigma.

(Cual es la ecuacién para calcular una métrica Sigma?

Sigma= (TEa-sesgo)/CV, en el cual se toma TEa como el error total permitido
expresado por el criterio CLIA para el desempeno aceptable de examenes de evaluacion

pagina 303



Validaciéon Basica de Métodos, Edicion Wallace Coulter

delacompetencia (PT, por sus siglas eningles), el sesgo es la exactitud (error sistematico,
veracidad) determinado por un experimento de comparacién de métodos y CV es la
precision determinada por un experimento de replicacién. Todas estas cantidades deben
expresarse en la misma unidad, sea porcentaje o unidades de concentracién.

({Como puede estimar la métrica sigma a partir de las especificaciones de
desempeno declaradas por el fabricante?

Los fabricantes deben establecer y declarar especificaciones de desempefio para
la precision y la exactitud de sus procedimientos de medida. La especificacién de pre-
cisién se presenta frecuentemente comola S o CV observado en 2 0 mas materiales de
control diferentes con diferentes concentraciones. La especificacién de desemperio de
exactitud se presenta frecuentemente a través de las estadisticas de regresion obtenidas
a partir de los datos de la comparacién de métodos. Debe interpretar adecuadamente
las estadisticas disponibles para elaborar el estimado de precisiéon y sesgo, luego in-
troducir esos nimeros en la ecuacién Sigma. Esto requiere la definicion del “nivel(es)
de decision médica” o concentracion(es) critica(s) para el uso clinico e interpretacion
del resultado del examen con el fin de realizar los estimados apropiados de precision y
sesgo a partir de las especificaciones declaradas por los fabricantes.

(Cual es el desempeno Sigma de un método de colesterol para el cual la
precision declarada por el fabricante es de 2.0% a una concentracion de
200 mg/dL y la exactitud declarada esta dada por la siguiente ecuaciéon de
regresion Y=0.96X +6.0?

Dado el requisito de la calidad de CLIATE_ de 10% y un nivel de decisién médica
de 200 mg/dL, el CV de 2,0% representa el desempefio a una concentracién critica. El
sesgo a 200 mg/dL es estimado como 1,0% (Y =198 correspondiente a un X de 200, o
un sesgo de 2,0 mg/dL, el cual es 1,0% en una concentraciéon de 200 mg/dL). Sigma =
(10-1)/2 0 4,5.

Capitulo 21. ; Qué impacto tendra ISO en la gestion de la calidad
analitica?

(Cual es el significado de las siglas ISO?

Organizacion Internacional para la Estandarizacion, la cual establece estandares
globales para el manejo de la calidad incluyendo un documento especifico 15189 para
laboratorios médicos.

(A qué concepto se aproxima mas “veracidad”: precision, exactitud o error
total?

A exactitud, que es estimada como sesgo, o diferencia promedio entre las medicio-
nes observadas y el valor verdadero o trazable.
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(A qué concepto se aproxima mas “incertidumbre”: precision, exactitud o
error total?

El error total representa el maximo error esperado de un método de medicién; de
la misma manera, la incertidumbre explica la variacién total esperada. Las dos carac-
teristicas son calculadas de maneras diferentes, pero ambas intentan caracterizar la
calidad de una medicién o resultado de un examen.

(Por qué es importante la trazabilidad?

La trazabilidad es la conexién con la verdad o la relacién de un valor observado con
el valor real. La trazabilidad depende de un sistema de métodos de referencia o mate-
riales de referencia que conectan métodos de campo con la verdad (valores verdaderos).

(Cuales son las ventajas que aportan los conceptos de veracidad e
incertidumbre?

Estos términos representan el lenguaje global estandar para describir el desem-
pefio de los procedimientos de medicién. Estan basados en conceptos y procedimientos
provenientes del campo de la metrologia, es decir la ciencia de las mediciones. Como
tales, representan conceptos y terminologia aceptada que seran adoptados en todos
los campos de medicién y en la actualidad estan siendo adoptados globalmente en los
laboratorios clinicos. La veracidad y la incertidumbre brindan medidas de la calidad
que los procesos de examenes de laboratorio estan alcanzando.

(Cuales son las ventajas de aplicar el modelo de error tradicional en el
laboratorio clinico?

iLapracticidad! Los errores son medidas significativas dela calidad de los examenes
de laboratorio y procesos de medicién. La gente entiende que los errores necesitan ser
cuidadosamente monitoreados y controlados con el fin de brindar resultados de exdmenes
con la calidad apropiada. Existen muchas herramientas para medir, monitorear, con-
trolar, validar y evaluar la calidad de los exdmenes de laboratorio y sus procesos.
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Respuestas al Conjunto de Problemas —
Informacion de Validacion del Método de
Colesterol

Experimento de Linealidad

Los valores promedio a ser graficados en el eje “y” contra los valores asignados
de botella en el eje “x” son los siguientes: 49,50 mg/dL contra 50 mg/dL; 99,75
contra 100; 153,25 contra 150; 195,00 contra 200; 250,75 contra 250; 308,50
contra 300; 341,75 contra 350; 389,75 contra 400. El trazado de una linea recta
a través de estos puntos muestra buena linealidad a lo largo del rango. La caida
observada a 400 mg/dL es de 10.25 mg/dL, es pequena comparada con el error
permitido del 10% (el criterio CLIA PT “por sus siglas en ingles” para desempeno
aceptable), que expresado en unidades de concentracion es de 40 mg/dL en el
extremo superior (400mg/dL*0,10). El rango reportable final ha sido validado
como 0 a 400 mg/dL.

Rango Reportable: Colesterol
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Promedio Observado

Rango Reportable: Colesterol
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Experimento de replicacién

Los datos para el Control A dan una media de 199,20 mg/dL, una S de 5,84
mg/dL y un CV de 2,93%. El Control B muestra una media de 239,65 mg/dL,
una S de 5,61 mg/dLy un CV de 2,34%.

Experimento de recuperacion

La cantidad de estandar anadido es 50,0 mg/dL (dilucién 1/10 de un estandar
de 500 mg/dL). Para 6 muestras de recuperacion, el resultado de base promedio
(muestra de base), el resultado “spiked” (la muestra suplementada) promedio,
la diferencia y el % de recuperacion es el siguiente:

Muestra de Base
149,75
182,75
201,75
189,00
160,50
190,25

Muestra Suplementada

200,50
228,50
253,25
240,50
207,75
242,25

50,75
45,75
51,50
51,50
47,25
52,00

Diferencia

Agregado
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0

% de Recuperacion

101,5
91,5
103,0
103,0
94,5
104,0
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La recuperacion promedio es de 99,58%, la cual es muy cercana a la re-
cuperacion ideal de 100,0%. Se concluye que hay poco, si es que existe, error
proporcional sistematico observado para este método.

Experimento de interferencia

Elefectodelabilirrubina en el desempenio del método puede ser visto al calcularla
diferencia entre las muestras de base promedioy las muestras “spiked” promedio.

Base Suplementada Diferencia
214,25 225,50 11,25 mg/dLL
220,25 234,75 14,50
295,00 302,00 7,00

171,25 183,50 12,25
251,75 260,00 8,25

225,50 236,00 10,50

La interferencia promedio es de 10,63 mg/dL cuando el espécimen tiene un
nivel de bilirrubina de 10 mg/dL. Se concluye que una bilirrubina elevada es un
problema con este método de medicion de colesterol.

Experimento de comparacién de métodos

Los datos originales de 40 pares de datos, muestran que hay un par para el cual
hubo probablemente un error al registrar los resultados. La muestra #8 muestra
resultados tabulados de 197 para el método comparativo y 275 para el método
de examen. Incluir este par de resultados fue un truco sucio para ensenarle la
importancia de inspeccionar la informacion cuidadosamente tan pronto como
los resultados analiticos estén disponibles.

Si este punto discrepante se incluye en el analisis estadistico de la datos,
las estadisticas de regresion dan una pendiente de 0,941, un intercepto-Y de
3,25 mg/d, una S de 15,3 mg/dL para los residuales o puntos sobre la linea de
regresion, y un coeficiente de correlacion de 0,945. Las estadisticas de la prueba
“t” para datos apareados dan un sesgo de -9,73 mg/dL en una media de 211,5
mg/dL, con una S de diferencias (S, )de 15,4 mg/dL y un valor “t” de 4,00.

Si se saca este punto discrepante del conjunto de datos y se analizan los 39
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Método evaluado
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y =0.9414x + 3.2462
R? =0.8926

250 +
200 +

150 +

100 -

50 -

0

*

& Series1

— Lineal
(Series1)

0 50 1

Método Comparativo

00 150 200 250 300 350

pares deresultados restantes, las estadisticas de regresiéon dan una pendiente de
0.967, un intercepto-Y de -4,70 mg/dL, una S de 5,73 mg/dL para los puntos sobre
la linea de regresion, y un coeficiente de correlacién de 0.992. Las estadisticas de
la prueba “t” para datos apareados dan un sesgo de -12,0 mg/dL en una media
de 209,9 mg/dL, una S de diferencias (S, ) de 5,86 mg/dLy un valor “t” de 12,8.
El punto discrepante ejerce mayor influencia en términos de S y coeficiente de
correlacion porque esta en el medio del rango analitico de los datos. Si hubiera
una discrepancia similar cerca del extremo superior o inferior del rango analitico,
la pendiente y el intercepto se verian mas afectadas.

Método evaluado

300

Comparacion de Colesterol - 39 pares

y =0.9672x - 4.701
R2=0.9846
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Para este conjunto de datos, habiendo sacado el punto discrepante, las es-
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tadisticas de regresion son la mejor opcion para analizar los datos. El coeficiente
de correlacion alto indica que el rango analitico de los datos es lo suficientemente
amplio y los coeficientes de regresién (pendiente e intercepto-Y) deberian ser
confiables.

En una concentracion que representa un nivel de decisiéon médica de 200
mg/dL (que seria critica para la interpretaciéon de un examen de colesterol), el
error sistematico puede ser calculado a partir de la linea de regresién, como se
muestra a continuacion: Y =a + bX, en el cual “X” es 200 mg/dL, “a” es —4,70
mg/dL, y “b” es 0,967. El valor correspondiente a “Y_~ seria de 188,7 mg/dL, lo
que indica un error sistematico de 11,3 mg/dL o 5,65%.

Conjunto de Problemas de Limite de Deteccién

El limite de Blanco (LoB) puede ser calculado a partir del estandar “0” como
1,65%0,26 = 0,43. El Limite de Deteccion (LoD) puede ser calculado de la S
del estandar “2” mas el LoB calculado previamente, es decir LoB + 1,65 * 0,56
= 1,37. La sensibilidad funcional se calcula mas facilmente que el Limite de
Cuantificacion (LoQ). E1 CV del estandar “6” es muy cercano a 20%, la FS es de
aproximadamente 6,0. El LoQ sera mas alto, pero es dificil de estimar a partir
de estos datos.
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Est 0 Est 2 Est 4 Est 6 Est 8
-0,23 2,84 5,561 6,46 6,92
0,12 2,26 5,07 5,14 6,29
-0,40 1,25 3,15 3,78 8,67
0,13 3,52 2,72 7,28 7,86
0,05 1,95 3,67 6,20 5,24
0,18 2,71 5,35 5,00 7,38
-0,41 3,07 5,22 5,54 7,41
0,20 2,47 4,46 6,44 6,06
-0,32 1,95 2,55 6,71 7,53
-0,08 1,94 3,61 7,17 10,11
-0,41 1,93 3,79 4,92 8,70
-0,39 2,45 3,21 4,40 6,37
-0,32 2,38 3,42 6,11 7,54
-0,37 1,37 4,73 7,51 9,30
-0,17 1,58 4,07 6,38 8,10
0,38 2,46 3,47 5,565 7,87
-0,31 2,55 3,28 8,19 8,20
-0,41 2,57 5,67 8,48 7,99
0,10 2,27 4,99 5,45 9,38
-0,30 1,57 4,42 7,61 8,22
Est 0 Est 2 Est 4 Est 6 Est 8
media -0,15 2,25 4,12 6,22 7,76
DS 0,26 0,57 0,97 1,26 1,20
Cv -173,50 25,44 23,46 20,28 15,44
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Evaluacién del desempeno del método

Se puede confeccionar una Carta de Decision de Método usando esta informacion
para un requisito de la calidad analitica del 10%, que es el que dicta CLIA como
el error total permitido (TEa) para una prueba de colesterol. El punto operativo
esta representado por una coordenada “x” de 2,93% que sale de los datos para el
Control A (cuya media es cercana a 200 mg/dL) del experimento de replicacion.
La coordenada “y” es de 5,65% en base al error sistematico observado a un nivel
de 200 mg/dL proveniente de los datos de la comparacion de métodos. La Carta
de Decision de Método clasifica este método con un desempeno inaceptable, por
lo tanto no deberia considerar el uso de este método para examenes de rutina

en su laboratorio.

Inexactitud Observada, Sesgo %

AN

7.0 \\\ \\ fa&ﬂ“br

6.0 \\\\\ \\"ﬁ%

5.0 \\\\NF" \\ . Puntode Trabajo
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Imprecision Observada, CV %
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Apéndice 1: Calidad Analitica CLIA 88
Requisitos

Es fundamental para el Control de la Calidad conocer la calidad que se necesita
controlar. Se debe definir un requisito de la calidad si se desea que la practica
del Control de la Calidad sea racional y objetiva. Histéricamente, el Control de
la Calidad se ha utilizado en los laboratorios para monitorear cualquier calidad
alcanzada, y no para controlar un nivel definido de la calidad.

Requisitos de la Calidad Analitica

Los requisitos de la calidad analitica han sido definidos por los criterios de
Evaluaciéon de la Competencia CLIA’88 para un desempenio aceptable [Registro
Federal, 28 de Febrero, 1992;57(40):7002—-186].

Estos criterios se presentan en tres formas distintas:

como limites de concentracion absoluta, por ejemplo, valor target + 1 mg/
dL para calcio.

como porcentaje, por ejemplo, valor target + 10% para albiumina, colesterol,
y proteinas totales.

* como la distribucién de una encuesta de evaluacion externa de la calidad
para un grupo de laboratorios (grupo par o por método), por ejemplo,
valor target + 3 desvios estandar (SD) para la hormona estimulante de
la tiroides.

En unos pocos casos, se presentan dos tipos de limites, por ejemplo, el requisito
para glucosa se da como el valor target + 6 mg/dL o = 10% (cualquiera que
sea mayor).

El criterio CLIA de Evaluacion de la Competencia especifica los errores totales
permitidos. El formato de error total es absoluto dado que las reglas CLIA-88
especifican que solo una prueba sea realizada para cada muestra de Evaluacion
de la Competencia.

Bajo tales condiciones, el error analitico observado sera el error total debido
tanto a la imprecisiéon como a la inexactitud.

A continuaciéon se muestra un listado de los criterios de Evaluacién de la
Competencia CLIA para las pruebas actualmente reguladas, en base al Registro
Federal, 28 de Febrero, 1992.
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Quimica de Rutina

Prueba o Analito Desempeno Aceptable
Acido trico Valor target + 17%
Alanina aminotransferasa (ALT) Valor target + 20%
AlbUimina Valor target + 10%
Amilasa Valor target + 30%
Aspartato aminotransferasa (AST) Valor target + 20%
Bilirrubina Total Valor target + 0,4 mg/dL
0+ 20 % (el mayor)
Calcio total Valor target + 1,0 mg/dL
Cloro Valor target + 5%
Colesterol lipoproteina de alta Valor target + 30%
densidad (C-HDL)
Colesterol total Valor target + 10%
Creatina kinasa Valor target + 30%
Creatina kinasa isoenzimas MB elevada (presente o ausente)
o valor target + 3 SD
Creatinina Valor target + 0,3 mg/dL
o+ 15% (el mayor)
Fosfatasa alcalina Valor target + 30%
Gases en sangre pCO2 Valor target + 5 mm Hg
o + 8% (el mayor)
Gases en sangre pH Valor target + 0,04
Gases en sangre pO2 Valor target + 3 SD
Glucosa Valor target + 6 mg/dL o = 10%
Hierro total Valor target + 20%
Lactato deshidrogenasa (LDH) Valor target + 20%
LDH isoenzimas LDH1/LDH2 (+ 0 -)
o valor targer + 30%
Magnesio Valor target + 25%
Nitrégeno ureico Valor target + 2 mg/dL
0+ 9% (el mayor)
Potasio Valor target + 0,5 mmol/LL
Proteinas totales Valor target + 10%
Sodio Valor target + 4 mmol/L
Triglicéridos Valor target + 25%
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Toxicologia

Prueba o Analito Desempeno Aceptable
Acido valproico Valor target + 25%
Alcohol, sangre Valor target + 25%
Carbamazepina Valor target + 25%
Digoxina Valor target + 20%

0 0,2 ng/mL (el mayor)
Etosuccimida Valor target + 20%
Fenitoina Valor target + 25%
Fenobarbital Valor target + 20%
Gentamicina Valor target + 25%
Litio Valor target + 0,3 mmol/LL

o + 20% (el mayor)
Plomo, sangre Valor target + 10%

o + 4 mcg/dL (el mayor)
Primidona Valor target + 25%
Procainamida (y metabolito) Valor target + 25%
Quinidina Valor target + 25%
Teofilina Valor target + 25%
Tobramicina Valor target + 25%

Hematologia

Prueba o Analito Desempeno Aceptable
Identificacion celular 90% o mayor acuerdo en identificacién
Diferencial glébulos blancos Target = 3 SD en base al porcentaje

de diferentes tipos de glébulos blancos
Fibrinégeno Target = 20%
Hematocrito Target + 6%
Hemoglobina Target + 7%
Recuento de eritrocitos Target + 6%
Recuento de leucocitos Target + 15%
Recuento de plaquetas Target + 25%
Tiempo de protrombina Target + 15%
Tiempo de tromboplastina parcial Target + 15%
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Endocrinologia

Prueba o Analito Desempeno Aceptable
Cortisol Valor target + 25%
Gonadotrofina corionica humana Valor target + 3 SD

o (positivo o negativo)
Hormona estimuladora de la tiroides Valor target + 3 SD
T3 captacion Valor target + 3 SD por método
Tiroxina Valor target + 20%

0 1.0 mcg/dL (el mayor)
Tiroxina libre Valor target + 3 SD
Triiodotironina Valor target + 3 SD

Inmunologia General

Prueba o Analito Desempeno Aceptable
Alfa-1-antitripsina Valor target + 3 SD
Alfa-fetoproteina Valor target + 3 SD
Anticuerpos anti-nucleo Valor target + 2 diluciones

o (pos. 0 neg.)

Antiestreptolisina O Valor target + 2 diluciones
o (pos. 0 neg.)

Anti-virus de inmunodeficiencia humana Reactivo o no reactivo

Complemento C3 Valor target + 3 SD
Complemento C4 Valor target + 3 SD
Factor reumatoideo Valor target + 2 diluciones

o (pos. 0 neg.)

Hepatitis (HBsAg, anti-HBc, HBeAg) Rectivo (positivo)
0 no reactivo (negativo)

IgA Valor target + 3 SD
IgE Valor target + 3 SD
IgG Valor target + 25%
IgM Valor target + 3 SD
Mononucleosis infecciosa Valor target + 2 diluciones

o (pos. 0 neg.)

Rubeola Valor target + 2 diluciones
o (pos. 0 neg.)
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indice
A

AC, ver aseguramiento de la calidad
aceptabilidad del método
72, 83, 84, 132, 133, 153, 166, 187, 225, 228, 253

89, 100, 102, 222, 224,
227, 302

analisis de varianzas (ANOVA) 122

82, 144, 189, 192, 223,
272, 308

aplicaciones de campo de la validacion de
métodos

analisis de regresion

analisis estadistico

197- 204
aseguramiento de la calidad 5 , 40
B
b, ver pendiente
buenas practicas de laboratorio 175
C
calculador de datos apareados 79, 82, 242
Calculador de Desvio Estandar (S) 79, 80, 82

calibracion 41, 44-46, 49, 57, 59, 67, 69, 71,
103, 164, 225, 234, 235, 265, 266, 268, 269, 275,
276, 290

definicién 107
directivas de los fabricantes 105
material 109
puntos multiples 105
punto de ajuste 105
dos puntos 106
punto cero 106
verificacion de la calibracién 107, 112
analisis de datos 110
calidad 3, 5-7, 15
definicién ISO 265
calidad analitica 5-7, 16, 17
caracteristicas de aplicacion 57-61, 225, 288
caracteristicas de desemperno 6, 37, 43, 57-61,

231, 234, 265, 266, 269, 278, 277, 288, 289

caracteristicas del método 209

caracteristicas metodoldgicas 57-61, 65, 213
carta de decisién de métodos 195, 196, 199,
201, 204, 211, 213, 300

calculador 84
ejemplos de aplicacion 202
desempeno excelente 201
desempeno bueno 201
como construir 199-200
como usar 201
desempeno marginal 201
desempeno pobre 201
desempeno inaceptable 201
desempeno clase mundial 201

CC, ver control de la calidad

CLIA, CLIA criterios de aceptacion, etc.15, 22-24,
33, 39-40, 42-44, 47-49, 51, 70, 81, 105-107, 111-
112, 121, 133-136, 163, 167, 179, 189, 198, 199,
202, 203, 209, 211, 233, 251, 257, 258, 260, 269,
287, 300, 303, 304, 306, 312, 313

Clinical Laboratory Improvement Amendments,
ver CLIA

Clinical Laboratory Standards Institute, ver
CLSI

CLSI 24, 70, 73, 108-110, 113, 118, 122-123, 135-
136, 161, 175, 179-180, 187-188, 190, 193, 231,
233-234, 237, 248, 265, 276, 279-280, 299

CMS 7,24, 37, 39, 42, 46, 49

coeficiente de correlacion (r) 30-31, 82-83,
102, 135, 148-149, 151, 155, 212, 287, 291, 297-
298, 308-310
definicién 102
coeficiente de Pearson, ver coeficiente de
correlacion

coeficiente de variacion (CV) 32, 76, 90, 102,
122, 124, 199, 212, 238, 257, 259, 280, 291

definicién 90
COLA 24, 39, 50
College of American Pathologists (CAP),

19, 37, 39, 107
complejidad del examen 42

concentracién de decisién médica (nivel de
decisién médica)
102, 119, 126, 132, 151, 153, 155, 165, 196, 198-
199. 213, 226, 245, 259, 296, 216
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Conferencia de Consenso de Estocolmo 19
control arbitrario 22

control de la calidad 6, 9, 41, 46-48, 51, 60, 72,
119, 135, 201, 203, 235, 265, 267, 269, 285, 313

control estadistico interno de la calidad
6, 8-9, 18, 20-22, 56, 73, 112, 241, 257, 269, 271,

2179, 300
control externo de la calidad 271
corrida analitica 201-202, 235
covarianzas 273

criterios de aceptacion de los esquemas de
evaluacién de la competencia
20-21, 46, 60-6, 81, 109, 112

cuadrados minimos, linea 100, 132, 287
curva Gaussian 90
curva normal 90
CV ver coeficiente de variacién

CV méaximo permitido 22
D

datos aberrantes 227

desempeno aceptable 22,24, 34, 133-134, 167,
179, 202-203, 258, 260, 278, 300, 303, 313

decisién de métodos 133, 253
decision sobre el desempenio del método

197-204
defectos por millon (DPM) 254-255

desempeno del método 6, 10, 22-23, 33, 48, 56,
60, 65, 67, 71-72, 78, 87, 133, 154, 179, 187, 195,
197, 209, 211, 213-214, 216, 225, 235, 266, 278,
286, 287, 289, 293, 300, 308

desviacién estandar (SD) 18, 30-31, 79, 82, 87-94,
101, 111-112, 117, 120-122, 124, 133, 144, 151,

176-177, 199, 212, 228, 237, 241, 243, 274, 287,
290, 292-293, 299

desviacion estandar del intercepto (sa):

101

desviacién estandar de la pendiente (sb):
101
desviacion estandar sobre la linea de regresién
100
desviacion estandar de los residuales 100
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desviacion estandar de las diferencias 228, 241
desviacion estandar total 121
desvio sistematico 34
deteccién de errores 6
diferencia promedio entre métodos 160, 163
disenio de la calidad 10
dispersion 90
distribucion 31,79
distribucién chi-cuadrado 239-240
E
ecuacién de la linea de regresiéon 101
ecuacion de regresién 100-101, 152, 192, 252, 304
EP5 73,122, 248
EP6 113
EP9 73,136, 248
EP15 73,122,123, 135-136, 248, 265, 282, 303
calculos usando Excel 237
calculos de datos de precision 236
Protocolo de precisién 235-244
proposito 233
alcance y definiciones 234
hoja de calculo 237
calculo de datos de veracidad 246

protocolo de veracidad empleando datos de
pacientes
241-244
protocolo de veracidad empleando materiales
de referencia
245-247

EP17 175, 180-181
error aleatorio 31-32, 66-68, 78, 80, 82-83, 91,
95-98, 110-112, 117-120, 124, 133, 135, 140, 142,
144-145, 148-149, 151, 153, 160, 165, 198-199,
210, 213, 225, 228, 272, 286-287, 296

EA, ver error aleatorio
errores analiticos 7-8, 10, 27-28, 30-31, 33,
63, 65, 67, 69, 72, 89, 100, 102, 131, 139, 141,
144, 150-151, 154, 198, 210, 211, 282, 296, 298

definiciones 31
error constante 31, 151, 159, 290, 296-297
error estandar de la media 89, 92, 95, 246

definicién 89
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error maximo permitido (ETa), ver también error

total maximo permitido 268
error observador 167, 225
errores pos analiticos 7,10
errores pre analiticos 7, 10
error total y error total permitido 19, 21, 23,

32-34, 58-59, 65, 81, 110-112, 121,133-134, 155,
167, 176, 197-199, 202-203, 211, 213, 225, 264,
272, 275-281, 286-287, 2929, 299-300, 303, 305,

312-313
ET ver error total
ETa ver error total permitidor
ET calculado 133
ES, ver también error sistematico
Error Sistematico (ES) 32,133, 135

error sistematico constante 32, 67-68, 82, 140,
142, 144, 146, 150-152, 157, 167, 171, 212, 296-
297

error sistematico proporcional 32, 67, 67, 69,
82, 93, 140, 142, 144, 147-148, 150-152, 157, 163,
166-168, 170, 212, 225, 290, 296-297

251, 253-254, 257, 303

especificaciones declaradas por los fabricantes
105, 134, 247, 303-304

33, 47, 49, 57, 209-210,
269, 275, 288

especimenes 55, 57, 69, 71-72, 79, 81, 83-84,
107, 109, 118, 121, 126, 128-131, 133, 135, 142,
150, 160-163, 165, 167, 170-171, 186-190, 210,
212, 214-215, 226-228, 234, 258, 289, 295, 299,
301-302

especimenes de pacientes 69, 83-84, 107,
109, 121, 128, 129, 135, 160-161, 165, 170-171,
186, 210, 212, 234, 258, 289, 299, 301

esquemas de evaluaciéon de la competencia
19, 46, 60-61, 81, 109, 112, 135, 198, 211, 255,
257, 271-272, 278-279, 300

estadisticas 10, 17, 29, 31, 75, 79, 80, 82, 83,
86, 87, 89, 94, 97, 101, 102, 125, 129, 131, 132,
133, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 144, 145, 148,
149, 150, 151, 152, 155, 162, 190, 191, 192, 195,
197, 199, 212, 213, 216, 221, 223, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 247, 279, 287, 290, 291, 292, 294,
295, 296, 297, 302, 303, 304, 308, 309

escala Sigma

especificidad analitica

estadisticas de regresion 79, 80, 82, 102,
125, 132, 137, 140, 141, 151, 152, 155, 162, 191,
192, 199, 212, 213, 216, 224, 226, 227, 290, 291,

295, 296, 297, 302, 304, 308, 309

estadistica no paramétrica 91
estadistica paramétrica 91
estadisticas de regresion lineal 82, 132,
212, 290, 295-296

estadisticamente significativo 84, 88, 96, 134,
140, 144, 153-154, 292, 296

estado del arte 20, 22, 278
estandares de la calidad 17-19, 20, 23, 211
una corta historia 18- 20
fuentes convenientes 22
jerarquia 19-20, 268, 278
tendencias y direccién 24
estudio de comparacién de métodos 30, 81,

129, 151, 162, 191, 215, 228, 258, 289, 295
estadisticas apropiadas 131, 141
método comparativo 72,98, 127, 128,

157, 162, 192, 299, 308

criterio de desempenio aceptable 260
estudios minimos recomendados 122
periodo de tiempo 118
verificacidon de las especificaciones del
abricante 134-135
estudio de interferencias 159, 210
método comparativo 162
calculos de datos 162
concentracién del material interferente
159, 161
criterios para desempeno aceptable 167
solucién interferente 160
interferencias a ser examinadas 161
desempeno del pipeteo 161
propdésito 159
replicados 160
volumen del interferente afiadido 160
estudio del limite de deteccion 175
muestra de blanco 176
solucién de blanco 178
definicién 176
ejemplos estimados 179
factores a considerar 177
especificaciones del fabricante 175
numero de mediciones replicadas 178
proposito 175
cantidad a ser estimada 179
muestra suplementada 178
definicién 176
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cometarios 180
periodo de tiempo del estudio 179
verificacién de las especificaciones del

fabricante 175
estandar de cero 178

estudio de linealidad 43-44, 79, 81, 103, 105, 108-
109, 131, 152, 158

analisis de datos 110
diluyente 109
materiales 109
cantidad de niveles 109
cantidad de replicados 110
procedimiento de dilucién 109
estudio de rango reportable 105-112
ver también estudio de linealidad
grafico 111
estudio de replicacion 117, 129, 213-215, 287,
294-295
concentraciones a ser ensayadas 119
criterio para desempeno aceptable 121
calculo de datos 120
consideraciones futuras 122
matriz de la muestra 118
cantidad de materiales 119
cantidad de nuestras a ser ensayadas
120
estudios minimos recomendados 122
periodo de tiempo 118

verificacidon de las especificaciones declaradas
por el fabricante 121
intra dia 118, 119, 121, 123
intra corrida 118, 119, 121, 123
hoja de céalculo 204, 208

estudio de recuperacién 69, 92, 158, 163-
167, 167-168, 212, 298, 307
concentracién necesaria del analito

165
concentracion de la solucion estandar
165
calculo de datos 166
factores a considerar 164-166
numero de pacientes analizado 165
numero de mediciones replicadas 165
exactitud de pipeteo 164
proposito 163
comentarios 167-168
verificacién de la técnica experimental
166
volumen de estandar adicionado 164
estudios finales de validacién de métodos 70
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estudios finales 68
estudio de replicacién intra corrida 118
estudios de validaciéon de métodos preliminares
69

estudios de validaciéon 27, 64-65, 72, 88, 117,
139, 207, 224, 257, 266, 286-287, 289, 292

evaluacién de errores 29, 55, 66, 141
evaluacién de la calidad 5,17, 16, 40-41,
257, 261

evaluacién de la competencia  19-21, 23, 46, 49,
60-61, 81, 109, 112, 135, 198, 211, 234, 255, 257,
271-272, 278-279, 300, 313

exactitud 7,9, 15, 20, 33, 42-43, 46-49,
57-59, 65, 69, 80, 88, 107, 127-128, 134-135, 159,

161, 164, 209, 225, 251-252, 258, 264-265, 269-
270, 272-273, 275-2717, 280, 287-289, 292-293, 31,

303-305
exactitud de la medicidn,
definicién ISO 270
expresion de la incertidumbre de medida
272-273
F
falso rechazo 56, 240, 248
factores pre analiticos 21, 187

FDA 7, 38-39, 42-43, 47, 49, 60, 70, 175, 177,

188, 276, 288

G

gestion de la calidad 14-17, 24, 40, 49, 201,
209, 229, 253-254, 263, 265, 279, 281, 286, 300,
304,

13, 17,
24, 253, 285

grados de libertad (df) 90, 92, 95-96, 98, 101,
122, 134, 236, 239-240, 243, 246, 249, 292-293

grafico de Bland-Altman, ver también grafico de
diferencias 224, 228, 302
grafico de comparacion 79-80, 82-83, 130-131,
135, 139, 145, 154, 212, 214, 226-227, 290, 295

grafico de diferencias 79-80, 82, 84, 130, 135,
139, 154 224, 226-228, 242-243, 247, 303

gestion total de la calidad (TQM)
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guia para la expresién de la incertidumbre de
medida (GUM) 265, 270, 272, 276-277
guia para verificar las especificaciones

declaradas por los fabricantes 231, 233
H
hemolisis 161, 210
herramientas para el analisis de datos 136, 279
herramienta para graficar datos de linealidad

79, 81
herramientas recomendadas para el analisis de
datos 78-80
hipétesis nula 94, 98

histograma 79-80, 82, 121, 124, 190, 290

I

implementacién del método 17, 70

imprecision 6, 16, 20-22, 31, 33, 43-44, 58, 64,
66-68, 71, 78, 80, 82-84, 97, 115-119, 121, 124,
160, 165, 167, 200-201, 203, 210, 213, 216, 228,
251, 258, 277, 278, 280, 285-286, 289, 292, 294-

295, 313
1mprecision a corto plazo 122
imprecision “intracorrida” e “intradia 119
1mprecision observada 201, 203, 292
imprecisiéon permitida 84

incertidumbre  34-35, 95-96, 246-247, 263, 265-

267, 269-270, 272-282, 305

incertidumbre de la medicién 246, 265, 267,
272
definicién ISO 272
incertidumbre estandar 273-274
definicién ISO 273
incertidumbre estandar combinada 273-274
definicién de ISO 273
incertidumbre expandida 34, 273-274, 278
definicién ISO 273
incertidumbre tipo A
definicién ISO 272
incertidumbre tipo B
definicién ISO 272
Inmunoensayos 175, 192

intervalo de referencia 18, 43, 48, 185-190, 192,

295, 299
datos demograficos 189
establecimiento 187
limites 188
inexactitud 6, 21-22, 33, 64, 80, 84, 125, 127,
157, 200-201, 203, 210, 212-213, 285-286, 289,
295, 300

Ver también exactitud, sesgo
inexactitud permitida 84
inexactitud observada 203, 300

intercepto 100, 297-298, 309

48, 93, 128, 135, 158, 160-161,
210, 228, 266-267, 287, 298

interferencias

interpretacion de la prueba-F 87, 98
intervalo de confianza 34, 91-94, 134, 140, 243,
246, 274, 281

guia para la validacién de métodos y control
estadistico interno de la calidad

265-268

ISO 15189 34-35, 263, 265, 269, 279, 283
calibracion de sistemas 268
validacién y verificacion 265-268

J

jerarquia de la especificaciones de la calidad 278

L

laboratorios de referencia 272

limites de control aceptables 45-46

limite de deteccién bioldgico 175

limite de blanco (LoB) 173-176, 182, 299, 310
definicién 176

limite de deteccién (LoD) 7, 33, 44, 48, 57, 69, 71,
107, 109, 173-178, 180, 182-183, 210, 212, 266,
269, 288, 298-299, 310

definicién 176
limite de cuantificacién (LoQ) 173, 175-176, 299,
310

definicién 176
limites de tolerancia 254

linea de mejor ajuste 81-82, 132, 294
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101, 108, 132, 146-147,
191, 291

linealidad 43-44, 79, 81, 103, 105, 108-109,
131, 152, 159, 210, 215, 227, 294, 302, 306

linea de regresién

linea de mejor ajuste 108
liofilizacién 119
lipemia 59, 71, 160-161, 168, 298
liquido cefalorraquideo 118

M

mantenimiento preventivo 45-46, 56, 72, 201,
213

Materiales de Referencia Certificados 135

materiales de control 46, 48, 119, 122, 124, 135,

210, 214, 235, 271, 304
materiales de control de la calidad 48,135

45, 135, 234, 245,
247, 268, 270-271, 303

materiales de referencia

matriz 71, 83, 109, 118-119, 128, 163-164, 178,
212, 235, 289
media 32, 68, 81-82, 89-96, 102, 110-112, 120,

132, 134-135, 150-151, 153, 155, 179, 212-213,
216, 224, 226-228, 236-237, 241, 245-246, 270,
291, 296, 307-308, 312

definicién 90
media verdadera 91
medicién de la incertidumbre 266
mediciones replicadas 91, 112, 286, 294
mejor linea de ajuste 30, 224
MC, ver mejora de la calidad
mejora de la calidad (MC) 17
mensurando 34, 234, 266-267, 270, 272-273

definicién ISO 270
metas bioldgicas 20-21, 23, 278, 280
metas de la calidad 6, 20
método comparativo 72,98, 157, 162, 192, 308
método definitivo 271
método del fabricante 211

método de referencia 45, 58-59, 127, 142, 224

métodos non-waived aprobados por la FDA
42, 47, 49, 288
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métodos non-waived no aprobados por la FDA

43, 49, 288
Métrica Sigma 251-256, 258, 260, 304
mitos modernos de la calidad 5-8
muestra de blanco 176, 298

muestras de pacientes 72, 88,101, 107, 112,
119, 127-128, 135, 165, 178, 241, 247, 293

muestras de esquemas de evaluacion de la
competencia 46
muestra suplementada 179-180, 299

N
NCEP 120, 203, 205, 260

niveles de decisién 120, 126-127, 131-132,
135, 151, 155, 197, 211, 226-227, 235, 245, 257-

259, 295

nivel de decisién critico 132
ver también nivel de decisién médica

nivel de detecciéon minimo 1 75

no linealidad 227

non-waived 38-39, 41-43, 47, 49, 70, 175

numero de mediciones 82-83, 89, 91, 86, 98, 122,
215

P

PCL, ver procesos de la calidad del laboratorio
PC, ver planificacién de la calidad

pendiente 30, 79, 82, 87, 90, 100-102, 132,
140, 144-145, 147-148, 150-153, 191, 212, 222,
226-227, 257-258, 287, 290-291, 296-298, 302,

308-310

plan de validacion 213-214
plan experimental 63, 65, 127, 131, 159
planificacion de la Calidad (PC) 6, 10, 21,
279-280, 286

analitica 21, 279
periodo de familiarizacion 235
point-of-care 56, 59
pools de pacientes 119, 160

precisién 9, 18, 20, 47-48, 68-70, 73, 88,
122-123, 148, 161, 176, 179, 209, 231-235, 237,
240-241, 247, 251-253, 257-260, 265, 267, 269,

276-2717, 280, 287, 289, 292-293, 301, 303-304
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ver también imprecisién
ver también error aleatorio
ver también coeficiente de variacion

probabilidad (p) 6, 71, 92-93, 96, 176, 213,
274

procedimiento, definicién 40
procedimientos de CC 18, 22, 70, 72, 201, 235,
266, 279, 285

procedimientos de examen 38, 47, 265, 267,
276

definicién ISO 265
procesos de la calidad del laboratorio 16, 285,
286

proceso estandar para la gestion de la calidad 16

proceso de validacion 27, 55-56, 187-188, 209,

213-215
procedimiento operativo estandar 23
programa de acreditaciéon de laboratorios 48

programas de evaluacién externa de la calidad
(PEEC)
19-20, 22, 60, 198, 272, 278-279

procesos de laboratorio 254, 256
protocolo de operacion 71
pruebas de alta complejidad 47
pruebas de complejidad moderada 47

pruebas non-waived modificados o desarrollados

en el laboratorio 43

prueba “t” 82-83, 148, 222, 226-228, 231,
241-242, 247, 297, 302-303, 308-309

42, 48, 287, 301
84, 202-203, 253, 300, 312

pruebas waived

punto operativo

Q

Q-Probe 254-255

R

rango analitico 71, 78, 107, 110, 115, 131-132,
149, 162, 178, 224, 226, 289, 295, 301, 309-310

rango analitico de medicién (AMR) 107
rango de referencia declarado por el fabricante
209

rango lineal 81, 83, 106, 294

rango reportable 42-43, 45-48, 59, 64, 71,
78, 80, 103, 105, 107-109, 111-112, 114, 128, 135,
214-215, 245, 269, 287, 289, 293-294

definicién 107
107

rango reportable y verificacién de la calibracién
45-46, 107, 112

rango de trabajo 71

rangos reportables clinicos (CRR)

reactivos 17, 41, 45-47, 49, 58-60, 71, 105,
112, 122, 209, 213, 234, 268, 286
recuperaciéon 33, 44, 57, 68-71, 91-93, 128, 157-

159, 163-168, 170, 183, 210, 212-213, 215, 267,
287-289, 298, 307-308

recuperacion observada 166
Regla Final de CLIA  39-40, 42, 44, 49, 51, 107,
189, 287

10, 60, 215, 280

83, 153, 155, 221-223,
227, 302
regresion lineal simple, ver regresiéon lineal

Regresion de Passing-Bablock 83, 153, 155, 302
técnica 227

repetibilidad 68, 179, 212, 214, 234, 237-240,
260, 266-267, 269
234

requisitos de la calidad analitica 313

requisitos de la calidad 1, 6, 10, 18, 41, 196-197,
201, 203, 254, 256-258, 279-280, 300, 313

227, 308

reglas de control

Regresion de Deming

definicién

residuales

S

S,.... ver también imprecision, coeficiente de

mea,

variacion, CV, precision

sangre entera 59
SD entre corridas 238
SD intra laboratorio 237-238
SD, ver también desviacién estandar 18, 30-31,

79, 82, 87-94, 101, 111-112, 117, 120-122, 124,
133, 144, 151, 176-177, 199, 212, 228, 237, 241,
243, 274, 287, 290, 292, 293, 299

SD (desviacion estandar) permitida 18

SD de las diferencias 30, 228, 241, 290
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Seis Sigma 253-254, 260-261, 269, 279, 300

una introduccién terriblemente corta
253

dos modelos para medir el desemperio de un
proceso 254
ejemplo de calculo de una métrica sigma 258
guia general para el calculo 259
inspeccionar salidas 254
poder 260
evaluacién de la Calidad de un proceso
analitico 257
evaluacién de la calidad de un proceso
vinculado a la salud 261
calculo de 1la Métrica Sigma 258

seleccién del método 53-57, 210, 225

33, 49, 57, 208, 288

173, 175, 177, 182, 299,
310

sesgo  20-23, 32, 34, 43-44, 58-59, 66-67, 76, 79,
83-84, 88, 94-95, 97, 102, 125, 132-135, 140, 144-
148, 150, 153-154, 160, 163, 168, 171, 176-177,
179, 190, 196-197, 199, 200-203, 212-213, 2186,
295-226, 228, 232, 234, 241-244, 251, 253, 257-
260, 269, 273-274, 276-280, 287-293, 295-297,
300, 303-304, 308-309

sesgo maximo permitido 22
20, 197, 278

sensibilidad 33, 43, 47-49, 57, 107, 139, 141,
148, 173, 175, 177, 182, 209-210, 267, 288, 299,
310

sensibilidad de las estadisticas a los distintos
tipos de error

sensibilidad analitica

sensibilidad funcional

sesgo permitido

141
153-155

simulacion de errores en el resultado de una
prueba

significacién clinica

141

sentido estadistico, sensibilidad y significancia

139, 141
sistemas de la calidad 39, 41, 281
soluciones de control 119
soluciones estandar 114, 119, 160, 165
solucién interferente 159-161
suero 109, 119, 129
sustancias interferentes 48, 266
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T
tabla-F 98
tabla “t” 95, 122, 243, 246
tamano de error critico 22
Tonks 18
traduciendo las especificaciones de desempefio en
una Métrica Sigma 253
transferencia 185, 187-189, 191-192, 211, 299,
301-302
transferencia de intervalos de referencia
187,192
criterio divino 188
estimacién a partir de 60 muestras 190
propdsito 187
verificacion a partir de 20 muestras 189
qué hacer 192
trazabilidad, valor trazable 34, 45, 58-59,

127, 263-264, 268-272, 276, 305

U
uso previsto 57, 266-269, 272, 279
39, 221, 229

56, 81, 154, 176

uso adecuado de las estadisticas

utilidad clinica

\Y

validacién administrativa 9
validacién clinica 9
validacién del método 211, 256, 306
validacién técnica 9

58, 81, 103, 108, 110-111,
114, 135, 164, 245, 247, 306

valores asignados

valor-F 290, 292-293
valor “t” calculado 153, 296
valor “t” critico 153, 246, 249, 292
valor de verificacién 239-240
valor target (diana) 34-35, 277, 279, 313
valores target (diana) asignados 34-35
valor verdadero 111-112, 246-247, 256,

270-271, 304
valores relativos 110

variabilidad biolégica 6, 22-23, 278, 280
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variabilidad biolégica entre individuos 23
variabilidad biolégica intra individuo 23, 278-280
variacion 6,9, 19
varianza 97, 122, 236-240, 246-247, 277
varianza entre corridas 238-240, 247
varianza intra corrida 238-240, 247
varianza total 237-238
veracidad 15, 34, 70, 127, 176, 231, 233-
235, 241, 245-247, 263-265, 270, 273, 275, 2717,
279, 281, 305
EP15 definicién 241
veracidad de la medicién
definicién ISO 270
verificacion de intervalos de referencia 185

verificacién de las especificaciones de desempeno
41-42, 134, 239-240, 243, 245
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Sesgo Observado Observed Bias Sesgo Observado Sesgo Observado Sesgo Observado

Sesgo Observado

Inaceptable

Imprecisién Observada

Imprecision Observada

Imprecision Observada

Ohserved Imprecision

Excelente

Imprecision Observada

Clase Mundial
A\

Imprecision Observada

Validacion Basica de Meétodo

Revisado. Ampliado. Esencial.

Por més de 30 afos, el Dr. James O. Westgard ha promovido
estandares y buenas practicas para la validacion de métodos. En
esta edicion, la tercera edicion de Validacion Bésica de Métodos, el
Dr. Westgard y sus colegas brinda importantes actualizaciones sobre
requisitos regulatorios, estandares de buenas practicas emergentes y
las ultimas guias de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute):

+ Actualizacion de las regulaciones de CLIA y requisitos
de acreditacion;

+ Capitulo revisado sobre rango reportable que incluye
una discusion sobre verificacion de la calibracion;

+ Capitulo revisado sobre limites de deteccion que incluye
los conceptos de Limite de Blanco, Limite de Deteccion
y Limite de Cuantificacion;

+ “Carta de Decision de Método” actualizada que incluye los
criterios para un desempefo de dos, tres, cuatro, cinco, y
seis sigma;

+ Nuevo capitulo sobre la estimacion de precision y
veracidad basado en la guia de las CLSI EP15-A2,
incluyendo instrucciones para realizar los calculos
requeridos usando planillas electronicas;

+ Nuevo capitulo sobre estandares globales emergentes
(ISO, International Standars Organization), el estandar
ISO 15189, y los conceptos de veracidad e incertidumbre
de medida.

Con una gran cantidad de material nuevo y actualizado,
ademas de accesos online a herramientas para graficar y
una base de datos sobre requisitos de la calidad, la tercera
edicion de Validacion Béasica de Métodos continua siendo una
referencia practica esencial para el laboratorio moderno.

Este libro ha sido traducido con la autorizacion de Westgard QC, Inc.
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Foundation 7614 Gray Fox Trail
Esta traduccion fue posible Madison, WI 53717

gracias a una donacion de la Copyright 2008 Westgard QC, Inc.
Fundacion Wallace H. Coulter. http://www.westgard.com
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