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RESUMEN

Aproximadamente el 70% de las decisiones que toma el médico en cuanto al
diagndstico, pronéstico y tratamiento de un paciente se fundamentan en los
resultados proporcionados por el laboratorio clinico, debido a esto cualquier error
cometido en alguna de las fases de estudio de una muestra puede repercutir
negativamente en la calidad de vida del paciente e incluso llegar a tener
consecuencias mortales. Por lo anterior debe ser prioridad para los laboratorios
implementar acciones que les permitan detectar y corregir estos errores antes de que
los resultados lleguen al paciente. Una de las principales fuentes de error en
cualquier determinacién esta estrechamente relacionado con el método de analisis
gue se utiliza, por lo cual el presente trabajo tiene como objetivo llevar a cabo la
evaluacion de los parametros de verificacion (linealidad, precision, veracidad e
incertidumbre) del método de quimica seca que un laboratorio clinico emplea para
realizar las determinaciones de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero sanguineo,
con la finalidad de permitirle a dicho laboratorio tener conocimiento del grado de
competencia técnica de los métodos que utiliza de manera cotidiana. Los resultados
obtenidos en esta evaluacion demostraron que los métodos utilizados por el
laboratorio para la cuantificacion sérica de glucosa y triglicéridos son adecuados para
su uso cotidiano, sin embargo el método para la determinacion de colesterol presenté
un porcentaje de error muy alto en la evaluacién de su veracidad, lo cual indica que
se deben tomar medidas correctivas antes de seguir utilizandolo para reportar
resultados a sus pacientes.



1. ANTECEDENTES
1.1. Importancia de las determinaciones analiticas realizadas en el laboratorio
clinico.
Hoy en dia la medicina se ha vuelto sumamente sofisticada, tecnologica y cientifica
gracias a la intervencién de grupos multidisciplinarios que dan atencion al paciente,
entre los cuales participan activamente los laboratorios clinicos (Terrés-Speziale,
2001; Justiz-Lugo, 2010).

El objetivo de un laboratorio clinico es suministrar datos que contribuyan al
diagndstico de enfermedades, su prevencion y tratamiento, para lo cual es necesario
utilizar métodos analiticos confiables, precisos y adecuados para cada determinacion
(Suarez y col., 2009).

La importancia del laboratorio clinico es incuestionable; esto puede demostrarse
facilmente por la oferta constante de nuevas técnicas y equipos, por el aumento en
la demanda de servicios de laboratorio y por el crecimiento progresivo de sus costos,
gue en la mayoria de los casos supera al de otros servicios de las instituciones
hospitalarias. Pero asi como un buen laboratorio representa una gran ayuda, un mal
laboratorio es una amenaza para la salud del paciente y en el mejor de los casos se
convierte en un factor de encarecimiento innecesario de los costos de atencion
meédica. El desarrollo cientifico y tecnoldgico del diagndstico médico durante las tres
Ultimas décadas, ha provocado que la importancia de los resultados analiticos haya
crecido en forma constante en todo el mundo, generando retos que se deben resolver
desde una perspectiva tecnoldgica, analitica, econémica y humanistica. Por lo que
para un laboratorio es vital contar con técnicas que tengan el menor grado posible
de interferencias y que sean lo mas exactas y precisas posibles, lo que depende en
gran medida de los métodos que se seleccionen y de los reactivos e instrumentos
empleados (Moran-Villatoro, 2001; Barba-Evia, 2014).

Las decisiones del diagnostico y la eleccion del tratamiento de la mayoria de las

enfermedades frecuentemente se fundamentan en el analisis de los resultados de
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las pruebas realizadas por el laboratorio clinico, debido a esto es posible que un
resultado incorrecto repercuta sobre el paciente causando un dafio irreversible con
consecuencias que pueden llegar a ser mortales. Generalmente los usuarios de los
servicios del laboratorio clinico (médicos y pacientes) no tienen el suficiente
conocimiento técnico que les permita determinar si un laboratorio desempefia todas
sus actividades a un nivel satisfactorio o aceptable, por lo que es imprescindible que
todas las organizaciones que ofrecen los servicios de analisis clinicos trabajen
sujetos a estandares de calidad apropiados (Zarco-Rubio, 1998; Garcia-Solis y col.,
2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS por sus siglas, mismas que seran
utilizadas en lo sucesivo) establece que la prioridad maxima de los organismos que
brindan servicios de salud debe ser garantizar la seguridad del paciente,
protegiéndolo de los errores que se pueden presentar como consecuencia de la
prestacion de los servicios que se ofrecen, de manera que se pueda minimizar y
preferiblemente erradicar la morbilidad y la mortalidad causada por la insuficiencia,
defecto o equivocacién al otorgar el servicio al paciente (Campuzano-Maya, 2011;
Barba-Evia, 2014).

1.2. Gestion de calidad en el laboratorio clinico
Para comprender de mejor manera la importancia del laboratorio clinico en la practica
médica es suficiente conocer que hasta el 70% de los procedimientos en medicina
se basan en los resultados de pruebas de diagnéstico, siendo las relacionadas con

el laboratorio clinico las de mayor importancia (Barba-Evia, 2014).

Aunado a esto en los ultimos 40-50 afios, el desarrollo de la ciencia y la tecnologia
ha originado impresionantes avances en el campo de la medicina y del cuidado de la
salud, lo que se ha visto reflejado en un aumento de la calidad de la atencion sanitaria
y la esperanza de vida de la poblacion. De igual manera el aumento del alcance y la
calidad de la educacion en conjunto con el desarrollo de los medios de comunicacion,

han cambiado la forma de apreciacion y las actitudes de los usuarios de los servicios
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sanitarios hacia la salud, incrementando las exigencias que se tenian acerca de la
calidad de los servicios que reciben. Asi nos encontramos ante una sociedad con
mas conocimientos de lo que la ciencia médica le puede ofrecer, mas informada de
sus derechos como usuario y mas avida de participar en las decisiones que afectan
su salud. Del mismo modo la sociedad ha comprendido que la calidad de los servicios
que recibe por parte del laboratorio clinico esta directamente relacionada con la
eficacia de la atencion médica que recibira, por lo que se ha incrementado el nivel de
exigencia de garantias de la calidad de los laboratorios por parte de sus usuarios
(Lopez-Silva, 2000).

Esta inclinacién hacia la exigencia de garantias en torno a la calidad de productos y
servicios, ha sido impulsada por el comercio internacional y la globalizaciéon de la
economia. Los laboratorios clinicos en el mundo también se han sumado a esta
tendencia en la que sus clientes (médicos y pacientes) ya no se conforman con la
declaracion de excelencia que los laboratoristas puedan dar con relacion a sus

servicios (Justiz-Lugo, 2010).

Por lo que el laboratorio de analisis clinicos debe tener como propésito fundamental
producir resultados de alta calidad garantizando que los procesos de medicion que
se emplean son exactos, confiables y adecuados para los propésitos que se aplican.
Esta meta se consigue mediante la implantacion de un proceso documentado en el
gue se planean una serie de actividades con la finalidad de detectar, delimitar,
controlar y minimizar errores, asi como verificar y asegurar que todos los procesos y
procedimientos de medicidbn en el laboratorio se ejecutan dentro de las
especificaciones definidas para producir el resultado; esto se logra de manera
efectiva utilizando un sistema de control de calidad. (Ochoa-Rico y col., 2008; Molero
y col., 2010).

La instauracion de un sistema de gestién de calidad en el laboratorio clinico es
importante debido a que posibilita el desarrollo de estrategias que pueden guiar a su

personal hacia el conocimiento de cuales son las necesidades de los clientes, asi

3



como a la identificacion de problemas analiticos, con lo cual pueden planearse y
dirigirse iniciativas hacia la resolucién, limitacién, eliminacién o prevencion de errores
en beneficio del laboratorio y de la comunidad que solicita el servicio. Un sistema de
gestion de calidad se fundamenta en normas que regulan las actividades de
planificacion, control y prevencion de errores asi como las acciones tendientes hacia
la mejora continua. De esta manera la estandarizacion de los laboratorio se logra
basando todos los aspectos de un sistema de gestion de calidad en las normativas
vigentes, con lo que resulta mas facil conseguir la homologacion entre los resultados
analiticos de distintos laboratorios, lo cual tiene gran significancia por ejemplo para
los pacientes con seguimiento clinico como los diabéticos, los pacientes con
tratamiento de anticoagulantes, entre otros, que por viajes u otras circunstancias,
acuden a diferentes laboratorios ocasionalmente (Arellano-Gajén, 2008; Carbajales-
Ledny col., 2010; Westgard y col., 2010).

1.2.1. Calidad
Desde el momento en que se hace uso del término “especificacion” el concepto de
calidad origina una serie interpretaciones. A continuacién se resefian algunas
definiciones de famosos gurus de la calidad para comprender la perspectiva de cada

una.

William Edwards Deming quien es nombrado como el precursor de la tercera
revolucién industrial y hasta hoy es considerado como el maximo experto en gestion
de calidad, alrededor de 1950 difundia que el control de calidad no supone lograr la
perfeccion sino mas bien alcanzar un grado de produccion eficiente de la calidad
concordante con lo que el mercado demanda, en otras palabras el término calidad
no significa un lujo, la calidad se describe mejor como el grado de correlacion entre
la confiabilidad, un costo accesible y la adaptacion al mercado, es decir todo lo que

el consumidor desea y necesita (Austenfeld, 2001).

El doctor Armand Vallin Feigenbaum, que en 1944 era el principal experto en calidad

de la compafiia General Electric y que fue el fundador de la teoria del control total de
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la calidad, difundi6 alrededor de 1950 que el control de calidad consiste en lograr la
implementacion de un sistema eficaz para sumar los esfuerzos realizados por los
diversos grupos en una organizacion en lo relacionado con el desarrollo,
mantenimiento y mejora de la calidad, de manera que se consiga producir bienes y
servicios a los niveles mas econdmicos posibles, siendo estos compatibles con las
especificaciones necesarias para obtener la plena satisfaccion del cliente, y definié a
la calidad como el conjunto integral de las propiedades de mercadotecnia, ingenieria,
produccion y mantenimiento que componen a los productos y servicios generados,
segun las cuales al momento de usarlos satisfagan las expectativas de los clientes
(Cubillos-Rodriguez y col., 2009).

Kaoru Ishikawa que fue considerado como el mayor experto en la implementacion de
sistemas de control de calidad y que es reconocido por haber desarrollado la
herramienta de la calidad que relaciona y agrupa las causas que generan un efecto,
menciono alrededor de los afios 50’s que practicar el control de calidad es desarrollar,
disefiar, manufacturar y mantener un producto como el mas econémico, el mas util y
siempre satisfactorio segun las expectativas del cliente (Lépez-Maldonado y col.,
2011).

Joseph M. Juran quien es considerado como uno de los mas importantes gestores
de la revolucion de la calidad en Japon en la época de la posguerra, definié en 1964
a la calidad como la adecuacion al uso de los productos o servicios en términos de
disefio, estructura, disponibilidad, seguridad y uso practico basandose en sistemas y

técnicas para la resolucion de problemas (Cubillos-Rodriguez, 2009).

La definicion de calidad de acuerdo con la Organizacion Internacional para la
Normalizacion (Internacional Organizacion for Standarization, ISO por sus siglas en
inglés, mismas que seran utilizadas en lo sucesivo) dice que calidad es el grado con
el cual un conjunto de caracteristicas inherentes cumplen con los requisitos. Ademas
define los siguientes términos: Requisito: Necesidad o expectativa establecida,
generalmente implicita u obligatoria. Clase: Categoria o rango dado a diferentes
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requisitos de la calidad para productos, procesos o sistemas, que tienen el mismo
uso funcional. Capacidad: Aptitud de una organizacion, sistema o proceso para
realizar un producto que cumple los requisitos. En concreto ISO define que el cliente
determina los requisitos de calidad para lograr su satisfaccion (Arellano-Gajon,
2008).

Posteriormente a la revision de la literatura y tras observar que existen muchas
definiciones alusivas a la calidad y a la gestion de la misma, es dificil generar una
definicién precisa ya que la interpretacién puede variar de acuerdo al papel de la
institucion y a la apreciacion del usuario respecto a los bienes o servicios adquiridos;
sin embargo partiendo de que las necesidades de los clientes (en este caso
pacientes) estan basadas en la obtencion de resultados confiables, que contribuyan
de manera efectiva a su diagndéstico o tratamiento y que tengan un precio accesible,
es posible definir a la calidad en el laboratorio clinico como el grado en el que los
resultados que se emiten sean precisos, veraces y a un precio justo. Lo que se
consigue eligiendo el método correcto de analisis para cada determinacion,
adecuado a las condiciones del laboratorio en particular, con la minima alteracién
causada por interferencias y sobre todo realizando actividades de gestion que le
permitan al laboratorio identificar, eliminar y prevenir errores con lo que se consigue
disminuir el encarecimiento del costo de los estudios debido a la no calidad (Padilla-
Bastidas, 2014).

1.2.2. Normativa
Para aplicar un sistema de gestion de calidad en el laboratorio clinico resulta
indispensable fundamentar el trabajo habitual en las normas nhacionales e
internacionales que se encargan de regular las actividades y que conllevan al
desarrollo de la mejora continua de la calidad. Gran parte de los laboratorios de
analisis clinicos realizan sus actividades cotidianas basandose en métodos que ellos
mismos han elaborado, ya sea con base en la experiencia adquirida o de acuerdo a
las instrucciones del fabricante de los productos que emplean, no obstante de

acuerdo a la Norma Mexicana NMX-EC-15189IMNC-2015, hoy en dia es un requisito
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la implementacién de sistemas de la mejora contintan de la calidad que les permita
a los laboratorios reportar resultados confiables y reproducibles; por tal motivo ha
surgido un interés creciente por desarrollar guias de estandarizacién de pruebas que
incluyan el proceso completo (fase preanalitica, analitica y posanalitica), asi como
fomentar la capacitacion constante de aquellos miembros que son parte del equipo
de trabajo, y por realizar la identificacion y erradicacion constante de las causas de
los problemas en la reproducibilidad de los resultados que se pudieran presentar
(Ochoa-Rico y col., 2008; Westgard y col., 2010).

De igual manera, para la determinacion de un analito, sin importar cual sea la
metodologia a aplicar, es necesaria la optimizacibn de las condiciones
experimentales que definen la eficacia del ensayo, ya que éstas muestran cambios
en relacion con las propiedades de cada equipo y con los requisitos funcionales del
laboratorio donde se realizara la evaluacion. Para tales efectos se han publicado una
serie de guias, normas y reglamentos con la finalidad de establecer condiciones
normalizadas para la realizacion de los métodos analiticos e impedir de esta manera
gue diversos laboratorios que analizan la misma muestra, con la misma metodologia
y con personal capacitado, lleguen a resultados significativamente diferentes entre si
(Suarez y col., 2009).

Para entrar en materia de normatividad es indispensable especificar que es una
norma. Norma es un documento establecido por conformidad, instaurado por una
organizacion reconocida, que delimita para su uso rutinario las reglas y las
instrucciones de las actividades asi como las propiedades de los resultados, con la
finalidad de obtener un desempefio 6ptimo de un método en un contexto
determinado. Las normas se globalizan y promueven una integracion econémica
favoreciendo la creciente apertura de los mercados (Arellano-Gajon, 2008; Padilla-
Bastidas, 2014).



1.2.2.1. Regulacién nacional
1.2.2.1.1. Normas Oficiales mexicanas
El 11 de diciembre de 1990 se autoriza en México la emision de las Normas Oficiales
Mexicanas categoria NOM acerca de sistemas de calidad, publicandose por primera
vez en el diario Oficial de la federacion. El prefijo NOM hace referencia a normas
oficiales mexicanas de naturaleza obligatoria (Arellano-Gajén, 2008).

Posteriormente el 13 de enero del afio 2000 se publicd en el Diario Oficial de la
Federacion la Norma Oficial Mexicana NOM-166-SSA1-1997 Para la Organizacion y
Funcionamiento de los Laboratorios Clinicos, como resultado de varios afios de
colaboracion multidiciplinaria entre grupos de trabajo provenientes del sector salud,
del sector privado, publico y social. Es a partir de dicha publicacion que el
funcionamiento legal de un laboratorio en México, dependié de la aplicacion
satisfactoria de las pautas establecidas en la norma; con lo cual desde ese momento
se tuvieron los fundamentos juridicos para que la autorizacion legal fuera por si sola
una garantia de calidad de los laboratorios, no obstante, en el ejercicio real esto
dependid de la suficiencia de la Secretaria de Salud para vigilar su correcta ejecucién
en los establecimientos (Arellano-Gajoén, 2008; Vargas-Morales y col., 2010).

Entre los objetivos que se pretendian alcanzar con la instauracién de esta norma
obligatoria se encontraban los siguientes: conseguir que los laboratorios clinicos
Mexicanos implantaran programas de aseguramiento de la calidad que les permitiera
proporcionar a sus usuarios el maximo beneficio minimizando los riesgos y los costos
asociados a sus servicios, garantizar que los resultados emitidos contribuyeran
eficazmente en la toma de decisiones médicas, reforzar la confiabilidad y el grado de
conveniencia de los resultados, localizar oportunamente las desviaciones y el origen
de las mismas con la finalidad de evitar y reducir a la minima expresion la ocurrencia
de errores; y descartar la rivalidad desleal que se presentaba entre ciertas

organizaciones (Lopéz-Silva, 2000; Vargas-Morales y col., 2010).



La NOM-166-SSA1-1997, establecio las disposiciones a cumplir para que los
laboratorios se pudieran asegurar de que sus servicios se brindaran con un nivel
adecuado de calidad y eficacia, participando en programas de control de calidad
tanto internos como externos que les permitieran evaluar de forma habitual el servicio
otorgado. El apartado 15 de la norma establecié que a partir del 14 de enero del
2001, todos los laboratorios estaban obligados a contar con un proceso de
aseguramiento de calidad de todos los componentes de los métodos analiticos que
empleaban. Adicionalmente, los laboratorios privados e institucionales debian contar
con ciertos manuales incluyendo: manual de organizacion, manual de
procedimientos administrativos, manual de métodos analiticos de cada area y para
cada prueba, bitacoras de mantenimiento y calibracion de equipos, guia para la toma
y transporte de muestras, manual de seguridad e higiene y manual de aseguramiento

de la calidad (Terrés-Speziale, 2006; Vargas-Morales y col., 2010).

La Norma Oficial Mexicana hacia mencién de cuatro normas complementarias en las
gue se establecieron otros requerimientos que debia cumplir el personal del
laboratorio, mediante el seguimiento de las medidas preventivas para su proteccion
durante la manipulacion, almacenamiento y transporte de sustancias téxicas e
infecciosas, tomando en cuenta las disposiciones generales aplicables en la materia;
dichas normas eran: la NOM-087-ECOL-1995 (Que establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y
disposicion final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan en
establecimientos que presten atencion médica), NOM-009-STPS-1993 (Relativa a
las condiciones de seguridad e higiene para el almacenamiento, transporte y manejo
de sustancias corrosivas, irritantes y toxicas en los centros de trabajo), NOM-012-
STPS-1993 (Que menciona las condiciones de seguridad e higiene en los centros de
trabajo donde se produzcan, usen, manejen, almacenen o transporten fuentes de
radiacion ionizantes), y la NOM-114-STPS-1994 (Que trata del sistema para la
identificacion y comunicacion de riesgos por sustancias quimicas en los centros de

trabajo). Es importante destacar que las especificaciones contenidas en las Normas



Oficiales Mexicanas mencionadas anteriormente corresponden de un modo

conceptual con algunos requisitos de las normas ISO (Arellano-Gajén, 2008).

El dia 27 de febrero del 2012 se publico en el Diario Oficial de la Federacion la Norma
Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos, bajo autorizacion del Subsecretario de Integracion y Desarrollo
del Sector Salud y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de
Innovacion, Desarrollo, Tecnologias e Informacion en Salud; que entré en vigor a
partir de esa fecha y dejo sin efectos a la Norma Oficial Mexicana NOM-166-SSA1-
1997. Cabe seialar que la Norma NOM-007-SSA3-2011 basa sus lineamientos en
la anterior Norma, por lo que su finalidad sigue siendo la misma, pero se diferencia
de su predecesora en el uso de terminologia diferente, por ejemplo en el cambio de
la palabra “requisitos” por el término “especificaciones”, en la actualizacién de las
normas adicionales a las que hace referencia, ademas de incluir un parrafo en donde
se menciona la informacién que se le debe proporcionar al paciente cuando va a
participar en proyectos de investigacion, también describe en forma mas detallada el
contenido de los registros cronoldgicos de pacientes y estudios asi como el informe
de los resultados, y ya que en la realizacion de esta actualizacién participé la Entidad
Mexicana de Acreditacion se incluye un apartado en donde se menciona que el
responsable sanitario o representante legal del laboratorio puede pedir la evaluacion
de la conformidad respecto a esta norma ante los organismos acreditados y

aprobados para dicho propdsito (Secretaria de salud, 2012).

1.2.2.1.2. Normas Mexicanas
Las Normas Mexicanas (NMX) son elaboradas por la Secretaria de Economia a
través de la Direccion General de Normas que se encarga de construir, organizar y
prescindir el Comité Consultivo Nacional de Normalizacion. Las NMX estipulan los
requerimientos minimos de calidad de los productos y servicios ofertados por una
organizaciéon, con la finalidad de orientar y defender a los consumidores. Su
implementacion es opcional, y solo tienen un caracter obligatorio en los casos en que

las instituciones declaren que sus productos, procesos 0 servicios se realizan
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conforme a las mismas, o cuando en una NOM requiera del cumplimiento de una

NMX para fines especificos (Secretaria de Economia, 2015).

De acuerdo a lo anterior el 16 de febrero del 2009 se expidio la declaratoria de
vigencia de las Normas Mexicanas NMX-EC-15189-IMNC-2008 Laboratorios
clinicos-Requisitos particulares para la calidad y la competencia, y la NMX-EC-
15195-IMNC-2008 Laboratorio clinico requisitos para laboratorios de referencia de
medicién. Mismas que fueron elaboradas, aprobadas y publicadas bajo la
responsabilidad del organismo nacional de normalizacibn denominado Instituto
Mexicano de Normalizacion y Certificacion, A.C. (IMNC) y que entraron en vigor 60
dias después de esta publicacién. La Norma NMX-EC-15189-IMNC-2008 que es
idéntica a la Norma Internacional I1SO 15189:2007 "Medical laboratories
Requirements for quality and competence", fue establecida para ser utilizada por dos
sectores: El primero, por los laboratorios clinicos, dandoles indicaciones para
desarrollar su sistema de gestidon de calidad y para evaluar su competencia técnica.
Y el segundo, para ser utilizada por los organismos de acreditacion cuando confirmen
0 reconozcan la competencia de los laboratorios clinicos a los que evaltan (IMNC,
2009)

La Norma NMX-EC-15189-IMNC-2008 fue sustituida el 27 de julio del 2015, por la
Norma NMX-EC-15189-IMNC-2015 Laboratorios clinicos requisitos de la calidad y
competencia, que tiene como objetivo especificar los requisitos de la calidad y el
grado de competencia técnica de los laboratorios clinicos, para el desarrollo de sus
sistemas de gestion de calidad y la evaluacion de su propia competencia,
aunque también puede ser utilizada para confirmar o reconocer la competencia de
los laboratorios clinicos por parte de los clientes del laboratorio, autoridades
regulatorias y organismos de acreditacion. Esta norma coincide totalmente con la
norma internacional ISO 15189:2012, "Medical laboratories Requirements for quality
and competence" y es la Norma que rige actualmente los procesos de evaluacién,

acreditacion y cualquier tipo de tramite de los laboratorios clinicos y bancos de sangre
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ante la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA por sus siglas, mismas que seran
utilizadas en lo sucesivo) (Zamora-Palma, 2015).

1.2.2.1.3. Entidad Mexicana de Acreditacion

La Entidad Mexicana de Acreditaciéon es el primer organismo de administracion
privada en el pais, que tiene como funcion principal acreditar a los llamados
“organismos de la evaluacion de la conformidad” que son: los laboratorios de ensayo,
laboratorios de calibracion, laboratorios clinicos, unidades de verificacion
(organismos de inspeccion) y organismos de certificacion, proveedores de ensayos
de aptitud y a los organismos verificadores/validadores de emision de gases efecto
invernadero (EMA, 2014).

Anteriormente la realizacion de los procesos de acreditacion de los organismos de la
evaluacion de la conformidad en México, estaba a cargo del Gobierno Federal
mediante la Direccién General de Normas de la Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial (que hoy en dia es conocida como la Secretaria de Economia). Sin
embargo, debido a la evoluciéon del mercado exterior, al desafio que suponia la
apertura de las fronteras para dar paso al comercio internacional, y a la necesidad
de impulsar al sector productivo nacional, se modific6é la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacién alrededor de los afios 1992 y 1997, las reformas que
surgieron en ese mandato legal crearon la oportunidad de que una entidad de
administracion privada se encargara de gestionar los procesos de acreditacion para
el sector productivo mexicano de manera imparcial, incluyente y profesional. Asi fue
como a partir de la publicacién del 15 de enero de 1999 en el Diario Oficial de la
Federacion se da la autorizacion por parte de la que un afio después pasaria a ser
la Secretaria de Economia, para que la EMA empezara a actuar como el primer
organismo acreditador privado en México. Por tanto su creacion se promovio al
detectar los desafios que se introducian con el intercambio de productos, bienes y
servicios en el mercado internacional; para proporcionar a la industria y al comercio
las herramientas que les permitieran competir equitativamente en la inclusién al

comercio globalizado (Navarro-Alvarez y col., 2006).
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De acuerdo con la EMA, acreditar es la acciéon mediante la cual un organismo de
acreditacion otorga un reconocimiento a las instituciones de la evaluacion de la
conformidad tras confirmar su competencia técnica y confiabilidad. Para efectuar esta
accion las entidades de acreditacion basan sus parametros de evaluacion en normas
nacionales que a su vez se fundamentan en normas internacionales, como las
normas ISO, que establecen los requisitos con los que deben cumplir las

organizaciones que desean acreditarse (EMA, 2014; Zamora-Palma, 2015).

1.2.2.2. Regulacion internacional
1.2.2.2.1. Organizacion Internacional para la Normalizacion

En 1947, se funda en Londres Inglaterra, la Organizacién Internacional para la
Normalizacién (Internacional Organizacion for Standarization 1SO), cuya sede se
encuentra en Ginebra Suiza, y que en la actualidad est4 conformada por entidades
nacionales de normalizacion de mas de 170 paises. La labor técnica realizada por
ISO es desarrollada en una jerarquia de 3,274 comités técnicos, subcomités y grupos
de trabajo, que estan conformados por comisionados altamente calificados
provenientes de industrias, institutos de investigacion, autoridades gubernamentales,
consumidores y diversas organizaciones internacionales. El objetivo de I1SO es
impulsar el desarrollo de la normalizacién en todo el mundo, de manera que se facilite
el intercambio de productos y servicios entre las naciones, con esto se hace posible
llegar a un entendimiento mutuo en términos intelectuales, cientificos técnicos y
econdémicos. ISO también es responsable de la creacion y emision de las normas de
calidad reconocidas internacionalmente, desde que ISO fue fundada ha desarrollado
mas de 18,600 normas para todos los sectores de produccién, incluidos: la industria,
el sector salud, el sector alimentario y tecnologico. En el afio 1951 fue publicada la
primera norma ISO, la ISO/R 1:1951, que al igual que las demas normativas 1SO fue
actualizada en varias ocasiones hasta llegar a la mas actual; que en el caso de la R
1:1951 es la del afio 2002 (Bustelo-Ruesta, 2011).

El conjunto de normas que constituyen la serie ISO 9000 fueron resultado de las
necesidades creadas a partir de la segunda guerra mundial. Las deficiencias de
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produccién, que en un inicio pertenecian solo al sector militar, se hicieron mas
notables también en otros sectores como por ejemplo el sector energético, por lo que
varios paises se dieron a la tarea de mejorar su calidad impulsando la generacion de
debates y originando propuestas con las que se pudieran satisfacer los
requerimientos de inspeccion, verificacion, cumplimiento de especificaciones y
aseguramiento de la calidad en sus procesos. Se cre0 entonces la BS 5750, que fue
un método dirigido hacia el control de resultados durante los procesos de elaboracion
de productos, fue hasta el afio 1987 cuando la BS 5750, se transformé en la serie
ISO 9000, con el propésito de facilitar el comercio internacional (Padilla-Bastidas,
2014).

Durante 1994 la serie de normas ISO fue sujeta a una revision y como resultado
surgid6 una nueva versibn que hace hincapié en la documentacién y la
estandarizacion, ademas de promover la mejora en el desarrollo de los procesos,
aunque esto ultimo realmente no se acaté conforme se indicaba en la norma. Por
esta razon en los 90’s se comenzo6 a desarrollar una nueva edicién de las normas
ISO 9000 con el objetivo de responder al creciente interés de las organizaciones en
lo referente a la calidad, apegado a las nuevas practicas administrativas. Asi, la
version 2000 de las normas ISO 9000 fue reformada radicalmente, reduciendo la
importancia que se le daba a la documentacion y reforzando la necesidad de la
mejora continua y el enfoque al cliente. La nueva serie ISO 9000:2000, abarca como
ya lo hacia desde 1994, los requerimientos para implementar un sistema de gestion
de calidad, aunque su verdadero propésito radica en ayudar a las organizaciones de
todo tipo y tamafo, en la implantacién y operacién de sistemas eficaces para la
administracion de la misma; lo sobresaliente de esto no es solo el enfoque en la
importancia de la calidad, sino que estas normas manifiestan lo que de acuerdo con
expertos de todo el mundo debe ser un sistema de gestion de calidad. Dicho de otra
manera, se trata de un convenio internacional sobre los conceptos, principios,
directrices y requisitos que debe abarcar un sistema de calidad para ser eficiente
(James y col., 2008).
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La version actual de la norma es la que data del afio 2008 (Gltima actualizacién).
Mientras que la version de 1994 se dirigia mas claramente a empresas de procesos
productivos, la version actual se reformd para ser aplicable a todo tipo de
instituciones incluso de servicios o de administracion publica. Para que una
organizacion se certifique bajo la norma ISO 9000:2008 es necesaria una auditoria
de implantacion y aplicacion de la misma, que en caso de ser aprobada, emite un
certificado de conformidad. Tal caso aplica a los laboratorios clinicos que buscan la
certificacion en la parte de gestion total del laboratorio bajo la norma ISO 9001 y en
particular en su competencia técnica bajo la norma ISO 15189 (Terrés-Speziale,
2010).

La Norma ISO 15189 “Laboratorios meédicos, requisitos para la calidad y la
competencia”, es una norma de acreditacion internacional ISO que se puede aplicar
a todo tipo de laboratorios de biodiagnostico y que cuenta con un contenido y
redaccion completo, minucioso y altamente exigente. Determina claramente las
actividades del laboratorio clinico asi como las acciones que éste debe realizar para
alcanzar un mayor nivel de competencia técnica, en relacion a los requerimientos de
la comunidad cientifica. El objetivo de la norma 15189, es definir los requisitos
particulares de calidad y competencia técnica para los laboratorios, abarca todas las
pruebas y marca las instrucciones para sus procedimientos con la finalidad de
asegurar su calidad, se puede destinar a todas las areas de servicio de laboratorio
clinico y a los sistemas de calidad administrativos y técnicos que dirijan el
funcionamiento de los mismos. Se fundamenta en las normas ISO 17025 (Requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién) e 1ISO
9001 y es la norma a aplicar por los organismos nacionales y oficiales que deseen
confirmar o reconocer la competencia de los laboratorios otorgando la acreditacion
(Carbajales-Leodn, 2010; Padilla-Bastidas, 2014).

En otras palabras, acreditar un laboratorio es reconocer formalmente su capacidad
para prestar los servicios o pruebas analiticas, confirmando su calidad en base a la

norma ISO 15189 que esta especificamente orientada a la acreditacion de diferentes
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tipos de laboratorios clinicos. Mientras que la norma ISO 17025 es aplicable sobre
todo a la fase analitica de los procedimientos con resultados que tienen valores bien
definidos incluidos en escalas racionales, la norma ISO 15189 se puede dirigir
también a las fases preanalitica y postanalitica, e incluso a los procedimientos no
normalizados como los que han sido desarrollados por el propio laboratorio y que
arrojan resultados con valores nominales, como la determinacion de los grupos
sanguineos o el andlisis de preparaciones histologicas, los cuales son muy

importantes en el laboratorio clinico (Zamora-Palma, 2015).

En resumen la norma ISO 15189 incluye dos apartados fundamentales: el primero
trata sobre el sistema de gestion de calidad y los requisitos para alcanzar la
certificacion y el segundo menciona los requerimientos técnicos adicionales que se
necesitan para conseguir la acreditacion. La norma se desarroll6 con la finalidad de
incitar a los profesionales de laboratorio a vigilar la confiabilidad y la adecuada
interpretacion de los resultados (Arellano-Gajon, 2008; Carbajales-Leén, 2010;
Padilla-Bastidas, 2014).

1.3. Validacion y verificacion de métodos analiticos
En los procesos de acreditacién que se mencionaron anteriormente la validacion y la
verificacion de los métodos analiticos son una serie de actividades imprescindibles
gue forman parte del aseguramiento de la calidad y que impactan en el resultado que

el laboratorio clinico emite a sus usuarios (Camaro-Sala y col., 2013).

Validacién, segun la NMX-CH-152-IMNC-2005 (Metrologia en quimica-vocabulario),
es la confirmacion mediante la entrega de evidencia objetiva de que se han cumplido
los requerimientos del método para una aplicacion especifica prevista. Mientras que
la verificacion es la confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos especificados para un método. La verificacion se basa
en la evaluacion del desempefio de un método con la finalidad de demostrar que este
cumple con los requisitos para el uso previsto, que fueron establecidos como

resultado de su validacion (Brambila, 2009).
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La validacion determina la capacidad del desempefio de los procedimientos de
examen y da a conocer las limitantes reales de la aplicacion de los mismos. Los
resultados de la validacion los proporciona el fabricante en los instructivos de uso de
los reactivos, sin embargo, antes de emplear dicha metodologia, es responsabilidad
del laboratorio verificar que se pueden aplicar adecuadamente los métodos ya
validados bajo sus condiciones propias de operacion (equipo, calibradores, analistas,
instalaciones etc.) mediante la obtencion de evidencia objetiva, que pueda confirmar

un adecuado desempeiio (Guglielmone y col., 2011).

La verificacion otorga seguridad y confianza, por lo cual deberia realizarse
rutinariamente para evaluar cada metodologia, equipo y procedimiento empleado
durante el desarrollo del analisis de las muestras. Algunas de las ventajas que se
pueden obtener al realizar esta valoracién son: Un aumento en los registros de
satisfaccion de los clientes al proporcionar resultados basados en certidumbre y
confiabilidad. La optimizacion de los procesos al disminuir los costos por desperdicios
evitando la repeticion de pruebas, con lo que ademas se minimiza el gasto adicional
de insumos y reactivos. Satisfacer las demandas de los usuarios en lo que respecta
a tiempos de atencion y nivel de servicio. Incitar a que los proveedores de servicios,
equipos y reactivos aumenten sus estandares de calidad en servicio, atencion y
producto. Y finalmente, pero no menos importante, fomentar una cultura de calidad

global y no aislada (Baptista-Gonzalez y col., 2009).

Un sistema acreditado se diferencia de uno certificado principalmente por el
reconocimiento de su competencia técnica y el aseguramiento de la calidad de las
fases: preanalitica, analitica y posanalitica. En estas etapas el equipo técnico y
computarizado juega un papel muy importante, ademas hay que tener en cuenta el
material y los métodos que intervienen en todas las fases del proceso de obtencion,
preparacion y andlisis de las muestras, ya que generalmente son las fuentes de
multiples factores potenciales de variacion, que comprometen la calidad de los

resultados si no estan controlados. Por este motivo, la verificacidon se convierte en un
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requisito obligatorio mas de calidad 1SO-17025 e ISO-15189 (Navarro-Alvarez y col.,
2006; Chavez-Almazan y col., 2009).

Un laboratorio clinico acreditado o en proceso de acreditacion debe demostrar que
tiene la suficiente competencia técnica para llevar a cabo y superar las actividades
de verificacion de los métodos analiticos incluidos en su alcance de acreditacion. La
informacion que debe recopilar son los resultados de la evaluacién de al menos los
siguientes parametros: linealidad (intervalo analitico), precision, veracidad e

incertidumbre (Gella-Tomas y col., 2013)

Previo a la ejecucién de la verificacion en el trabajo cotidiano del laboratorio, debe
realizarse la calibracién analitica de los equipos, y debido a que la verificacion de un
método depende en gran medida de los cambios realizados en las condiciones de
trabajo, la evaluacion debe repetirse cuando se presenten cambios mayores,
tomando en cuenta que se entiende como cambio mayor al reemplazo de un equipo
o al mantenimiento correctivo del mismo, entre otros; por otro lado se consideran
cambios menores a la modificacion del tamafio de muestra, el cambio de analista, la

sustitucion de reactivos, etcétera (Rosales y col., 2012).

1.3.1. Linealidad
La linealidad se refiere a la capacidad para producir resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito de interés presente en las muestras de
estudio, dentro de un intervalo determinado. Cuando el término se aplica a un método
analitico, se hace referencia al tramo de concentraciones del analito en el que la
respuesta del sistema de medicién corresponde a una funcién lineal; para que se
considere que la linealidad del método analitico en cuestion es aceptable, la
representacion grafica (concentracion frente a respuesta) en un intervalo definido,
debe mostrar una buena correlaciéon de los puntos experimentales hacia la recta de

regresion (Cafnez-Carrasco y col., 2015).
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El Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés,
mismas que seran utilizadas en lo sucesivo) recomienda realizar la evaluacion de la
linealidad mediante el andlisis de alicuotas que representen, un minimo de 4 y
preferiblemente 5, niveles de concentracion del analito de interés, preparados a partir
de muestras con concentraciones conocidas, o mediante la dilucion de una muestra
altamente concentrada. Los resultados de dichas determinaciones se deben
representar graficamente en funcion de los valores esperados o tedéricos, y mediante
el calculo de la pendiente y el coeficiente de correlacion se puede determinar si el
método es lineal o no al comparar los resultados contra los criterios de aceptacién
correspondientes. Es importante incluir en la evaluacion de la linealidad el rango
analitico util de un método, que en el caso de los métodos del laboratorio clinico es

el intervalo de concentracion que resulta de utilidad diagnostica (Quam, 2015).

1.3.2. Precision

La precision es definida como el grado de concordancia observada entre los
resultados obtenidos al analizar varias veces una muestra homogénea bajo las
mismas condiciones de estudio. Los resultados suelen reportarse como el grado de
imprecision y se expresan generalmente en términos de desviacion estandar, aunque
debido a que la desviacion estandar depende de la magnitud de la concentracion de
la sustancia en la muestra, es mas conveniente expresar la imprecision en términos
del coeficiente de variacion, el cual refleja el valor porcentual de la desviacion
estandar con respecto a la media de los valores obtenidos (Sandoval-Vegas y col.,
2012).

Para realizar la evaluacion de la precision en el laboratorio clinico existen dos
opciones: La primera opcion es la recomendacion del CLSI en sus documentos
EP15-Ay EP05-A2. Para realizar estos protocolos pueden utilizarse varios materiales
como un pool de muestras de pacientes, materiales de control de calidad o
estandares comerciales con valores conocidos. El protocolo EP05-A2 establece que
la evaluacion se realiza con al menos dos niveles de concentracion realizando la

determinacion del analito de interés por duplicando durante 20 dias, para simular la
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operacion real cada determinacién debe realizarse con un tiempo minimo de dos
horas y/o 10 determinaciones de muestras de pacientes entre cada medicion, y debe
modificarse el orden del analisis del material de prueba cada dia. El protocolo EP15-
A es similar, excepto que en este experimento se realizan tres réplicas de cada
muestra durante cinco dias, utilizando al menos dos niveles de concentracion
(Zamora-Palma, 2011).

La segunda opcién es lo recomendado por la EMA en su “Guia para la validacion y
la verificacion de los procedimientos de examenes cuantitativos empleados por el
laboratorio clinico”, segun la cual se pueden utilizar alguna de las siguientes
opciones: La primera opcién es realizar el analisis de un material (qQue bien puede
ser alguna muestra de un paciente, un suero control, un calibrador, entre otros) del
gue se puede conocer o no el valor verdadero, examinandolo por lo menos 20 veces
en forma continua (evaluacion intraserial o intracorrida) o bien 20 veces en el
transcurso del dia (evaluacion intradia). La segunda opcion consiste en recopilar 20
valores obtenidos uno cada dia al analizar la misma muestra de un paciente, o bien
obtener 20 datos provenientes del programa de control de calidad interno de 20 dias
diferentes correspondientes al analisis de alicuotas del mismo lote (evaluacion
interserial o intercorrida). Sin importar cual de los protocolos se escoja se debe
calcular la media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion y realizar la
comparacion de estos resultados con los parametros de aceptacion correspondientes
(CENAM, 2008).

Los protocolos recomendados por el CLSI resultan ser mas complicados que los
propuestos en la guia para la validacion y la verificacion de la EMA, sin embargo son
los protocolos con mayor fortaleza metrologica para evaluar la imprecision y son los
mas reconocidos a nivel internacional, esto no significa que el modelo propuesto por
la EMA, a pesar de ser mucho mas sencillo, sea menos confiable que los primeros
para evaluar la precisibon. Ambos métodos son instrumentos estadisticos

fundamentales que le posibilitan al profesional del laboratorio realizar la evaluacion
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del desempefio de sus métodos analiticos de una manera confiable (Zamora-Palma,
2011).

1.3.3. Veracidad
El término veracidad se define como el grado de concordancia existente entre la
media aritmética de un nimero dado de repeticiones y el valor verdadero o aceptado

como referencia (Guerrero-Vega, 2014).

La veracidad de un método analitico se determina por medio de la estimacién del
error sistematico o sesgo, el cual puede tener su origen en causas muy diversas. El
error sistematico puede valorarse conociendo el valor aceptado como verdadero de
una muestra que sera analizada bajo el método de estudio que se desea evaluar.
Son valores considerados como verdaderos los siguientes:

-El valor asignado de un material de referencia.

-El valor que se obtiene al aplicar un procedimiento de medicién de referencia.

-El valor obtenido por consenso de un programa de comparacion entre laboratorios

(evaluacién externa de la calidad) (Gella-Tomas y col., 2013).

El procedimiento para la evaluacion de la veracidad que utiliza materiales de
referencia con valores asignados para estimar el error sistematico, es el mas sencillo
de los tres métodos ya que solo implica la medicion del material de referencia
empleando el método que se desea evaluar y realizar posteriormente el calculo del
porcentaje de recuperacion o el porcentaje de error relativo, la principal desventaja
de este método es el costo elevado del material de referencia. EI segundo método
implica un calculo estadistico complicado y la colaboracién con un laboratorio usuario
de una metodologia de referencia. Mientras que el ultimo método requiere la
inversion de mas tiempo (al menos 6 meses de participacion en un programa de
evaluacion externa) para realizar adecuadamente la evaluacion (Gella-Tomas y col.,
2010).
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Generalmente se especifican los requisitos para la calidad analitica en tres formas
distintas: la desviacion estandar permitida definida en términos de precision, en
donde se ve involucrado el error aleatorio; el sesgo permitido expresado como la
veracidad del método, relacionado con el error sistematico; y el error total permitido
gue involucra el efecto combinado de los dos anteriores al cual se le conoce como
exactitud. Y aunque la precision y la veracidad se puedan evaluar y reportar de
manera aislada, la calidad del resultado de un paciente esta determinada por el error
neto, es por esto que el error total es el parametro mas relevante clinicamente. Las
estimaciones de los errores aleatorios y sistematicos (precision y veracidad
respectivamente) se pueden relacionar de manera grafica en lo que se conoce como
una “carta de decision del método” (Figura 1), en donde se incluyen 6 parametros de
decision correspondientes a diferentes metas analiticas y que toma como base el
error total permitido establecido por CLIA (“Clinical Laboratory Improvement
Amendments” -Enmiendas para la mejora del laboratorio clinico- por sus siglas en

inglés, mismas que seran usadas en lo sucesivo) (Westgard, 2013).

Gridficode Decisiones de Método TEa 10%

o
o

6.0

s
o

o

o
o

Inexactitud Observada, Sesgo %

o
<]

Imprecision Observada, CV %

Figura 1. Ejemplo de una carta de decision del método en donde se toma como
base un error total permitido de 10% (Westgard, 2013).
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Para usar una grafica de decision del método se debe colocar un punto en las
coordenadas correspondientes utilizando los resultados obtenidos en la evaluacién
de la precision (eje x) y la veracidad (eje y) del método que se desea evaluar, a este
punto se le conoce como “punto operativo” ya que describe como funciona dicho
método, una vez colocado el punto se realiza la evaluacion en base a la localizacién
del mismo tomando en cuenta lo siguiente: Un método con desempefio inaceptable
no cumple con los requisitos de calidad y no es apto para su uso en el laboratorio.
Un método con desempefio pobre se pudo haber considerado como adecuado antes
de la introduccién de los principios de gestion de calidad Seis Sigma, sin embargo
actualmente no es verdaderamente apto para su uso rutinario. Un método con
desempefio marginal provee la calidad necesaria siempre y cuando se apliquen
estrategias adecuadas de control de calidad, haciendo énfasis en la capacitacion del
personal, el mantenimiento preventivo y un monitorio cuidadoso de los resultados,
ademas seré necesario introducir de 4 a 8 controles con cada corrida analitica. Un
método con un buen desempefio cumple con los requisitos de calidad y puede ser
aplicado en las determinaciones de rutina introduciendo de 2 a 4 controles por
corrida, estableciendo en las cartas control limites de 2.5 desviaciones estandar. Un
método con desempefio excelente es claramente aceptable y puede ser utilizado en
operaciones de rutina introduciendo 2 controles por corrida y estableciendo limites
de control de 2.5 o 3 desviaciones estandar. Finalmente un método con desempefio
de clase mundial es mas facil de controlar por lo que solo requiere de la introduccién
de 1 o 2 controles por corrida aplicando limites altos de 3 o 3.5 desviaciones estandar
en las cartas control (Westgard, 2013).

1.3.4. Incertidumbre
El término incertidumbre esta definido como el parametro, asociado al resultado de
una medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que podrian ser
razonablemente atribuidos al mensurando. En las determinaciones quimicas,
generalmente la incertidumbre relacionada con el valor de un analito tiene diferentes
factores que contribuyen, las cuales a su vez tienen diversos origenes, por ejemplo:

el muestreo, los efectos de la matriz, interferencias, la temperatura y la humedad, la
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variabilidad de los instrumentos de medicion, entre otros. A cada uno de los factores
anteriores se les denomina como componente de incertidumbre (Perdomo-Morales y
col., 2007).

La aportacion de cada uno de los diferentes componentes de la incertidumbre que
se logran identificar en un método de determinacion, se puede evaluar utilizando
alguna de las siguientes opciones, las cuales se basan en la delimitacion y
vinculacién de una distribucién de probabilidad determinada a los valores de dichos
componentes. La evaluacion Tipo A. Es aquella que estima la incertidumbre
mediante métodos estadisticos a partir de un valor que cambia de forma aleatoria, y
gue se obtiene de un conjunto de cierto nimero de repeticiones experimentales. Esta
evaluacion obtiene la estimacion de la incertidumbre estandar mediante el calculo de
la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa de la media obtenida del
ndamero total de repeticiones realizadas. Mientras que la evaluacion Tipo B. Es
aquella que estima la incertidumbre mediante métodos diferentes al analisis
estadistico de un conjunto de repeticiones. Para este caso la determinacion de la
incertidumbre estandar requiere del analisis de la informacién proporcionada por el
fabricante en cuanto a la incertidumbre que €l mismo estimé para sus instrumentos
y/o reactivos, lo cuales se ven involucrados en el método que se esta evaluando,
dicha informacion se puede obtener de algunos documentos tales como: certificados
de materiales de referencia, certificados de calibracion de instrumentos, catalogos o
manuales y especificaciones técnicas, entre otros La eleccion de uno u otro método
para la estimacién de la incertidumbre dependera realmente de las caracteristicas
del método que se esté evaluando y de la facilidad que se tenga para realizar las
repeticiones que requiere la evaluacion tipo A; si el método a evaluar se encuentra
validado y se tiene toda la informacion proporcionada por el proveedor, la evaluacion
a aplicar sera la tipo B, sin embargo si se trata de un método nuevo cuyos valores de
incertidumbre de cada componente no se pueden localizar en la bibliografia, se
empleara la evaluacion tipo A, procurando efectuar la valoracion de cada
componente de la incertidumbre que sea posible realizar, tomando en cuenta las

restricciones propias de cada método (Pérez-Castorena y col., 2002).
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Adicionalmente a la informacién anterior y en base a que la incertidumbre de una
medicion se obtiene por la contribucion de una serie de fuentes de incertidumbre que
se combinan segun la ley de propagacion de incertidumbres; la mayoria de los
meétodos requerird de la consideracion de dos contribuciones a la incertidumbre
estandar total: una contribucion de tipo A, por ejemplo repetibilidad, y un componente
que resulta de la combinacién de todas las demas contribuciones obtenidas por
meétodos tipo B. En estos casos se obtiene la incertidumbre combinada dada por la
raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de cada componente considerando un
nivel de confianza de 95% (Schmid, 2002).

1.4. Métodos analiticos empleados por el laboratorio clinico
Un método es aquel procedimiento de investigacion que consiste en la fragmentacion
de un todo, dividiéndolo en sus partes 0 elementos para observar sus causas, su
naturaleza y sus efectos. El andlisis es la observacion y estudio de un fenédmeno en
particular, para llevarlo a cabo es necesario conocer algunas de las caracteristicas
del objeto de estudio, con la finalidad de llegar a conocer mas sobre su naturaleza.
El método analitico permite entender mas sobre lo que se estudia, ya que en base a
la informacién obtenida como consecuencia de su aplicacion se pueden realizar
multiples acciones como son: obtener explicaciones de un hecho, realizar analogias,
comprender mejor el comportamiento de un objeto o fendbmeno, establecer teorias y

generar conclusiones sobre el objeto de estudio (Ruiz-Limén, 2006; Ramirez, 2015).

El aumento de la importancia que se le ha dado al desarrollo de la investigacién en
hospitales, centros de investigacion y en la industria del diagnostico in vitro ha
originado la posibilidad de que para la determinacion de un analito en un tipo
especifico de muestra se tengan disponibles varios métodos analiticos distintos.
Debido a esto se ha vuelto sumamente importante que el laboratorio usuario de la
metodologia evalle los distintos métodos que tiene a su disposicion y seleccione
aguel que mejor se adapte a sus necesidades y recursos. El método sobre el cual se
realiza la evaluacion de los parametros de verificacion que conforma el objetivo del

presente trabajo es la quimica seca, debido a la gran importancia que ha tomado en
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los dltimos afios en el diagndéstico clinico. Sus caracteristicas y ventajas se

mencionan a continuacién (CENAM, 2008; Gella-Tomas y col., 2013).

1.4.1. Quimica seca
Una de las técnicas actualmente implementadas que permite realizar las
determinaciones de diversos analitos de interés clinico es la llamada quimica seca.
La tecnologia de la quimica seca fue dada a conocer por primera vez alrededor de
los afios 70’s. En 1976 el desarrollo del método ya presentaba algunos avances pero
fue hasta 1978 cuando realmente se introdujo esta tecnologia en el sector
clinico. Los dispositivos que se requieren para el uso de esta técnica se usan desde
hace décadas para llevar a cabo el analisis quimico cualitativo de muestras de orina,
pero fue hasta finales del siglo XX que su aplicacion se incrementd de manera
significativa en la cuantificacion de diversos analitos en muestras bioldgicas usando

la reflectometria (Suardiaz y col., 2004; Prada-Quesada, 2010).

La implementacion de la quimica seca en el laboratorio ha revolucionado el analisis
clinico, debido a la facilidad, confiabilidad y rapidez de su aplicacion. Entre sus
multiples ventajas se destaca que es una técnica con la cual se consigue el resultado
de una determinacion especifica a partir de un pequefio volumen de muestra (10ul),
el cual puede ser suero, plasma, liquido cefalorraquideo u orina; que se coloca sobre
una laminilla, denominada “slide”, que contiene los reactivos necesarios para que se

produzca la reaccion (Prada-Quesada, 2010).

Otra de las ventajas de la quimica seca es que no requiere el empleo de reactivos
guimicos liquidos, lo que facilita la eliminacion de residuos y minimiza la
contaminacion que se produce como resultado de su implementacion, este hecho
también genera una reduccion considerable en los tiempos de preparacion de los
reactivos para realizar las determinaciones. Una de las caracteristicas de la técnica
que impulso su desarrollo fue la posibilidad de poder usar las tiras reactivas tanto por
el médico en su consultorio como por el propio paciente en su casa, para determinar

por ejemplo, sus niveles de glucosa en sangre y orina, lo cual ha contribuido al buen
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control de los pacientes diabéticos, mas tarde aparecieron los glucometros, que
sustituyeron la lectura visual por la reflectometria, actualmente se pueden encontar
en el mercado multiples aplicaciones de la quimica seca que van desde las pruebas
de embarazo hasta la deteccion de marcadores tumorales como el antigeno

prostético especifico (March-Pujol y col., 2012).

Las mejoras que se obtienen con el uso de esta metodologia son muy importantes,
ya que se ha logrado un aumento en la calidad de los resultados gracias a la
disminucién de las interferencias. La reduccién de los tiempos de entrega de los
resultados y la fusiébn con equipos automaticos, han tenido también repercusiones
muy importantes en la atenciéon médica (Suardiaz y col., 2004; March-Pujol y col.,
2012).

1.4.1.1. Fundamento del método
El método de quimica seca se fundamenta en la reflectometria que es una técnica
de deteccion remota en la cual las caracteristicas de la reflexion de una sefial
conocida dentro de un medio conocido se utilizan para determinar de manera exacta
la localizacién espacial y la naturaleza de las discontinuidades en el medio
permitiendo medir, por reflexiéon difusa o reflectancia (reflexién producida al penetrar
la luz en las capas internas de la superficie iluminada) en una determinada longitud
de onda, los cambios en la intensidad de coloracién de una tira. En este caso nos
apoyamos en la reflectometria para cuantificar la concentracion de un producto de
reaccion entre un compuesto procedente del analito de interés, en una muestra, con

un cromoégeno presente en el medio de reaccién (Flores-Larsen y col., 2011).

La incorporacion de un microprocesador al equipo permite simplificar e incluso omitir
muchos pasos en el procedimiento operativo y en la calibracion. La facilidad de
operacion de los reflectometros unida al pequefio espacio requerido para el
almacenamiento de las tiras reactivas, el hecho de que la calibraciéon del equipo es
estable por un largo periodo de tiempo, y que las caracteristicas de las laminillas

favorecen la eliminacion de interferencias, hace que el método de quimica seca se
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considere ideal para el uso en el laboratorio (Suardiaz y col., 2004; Prada-Quesada,
2010).

1.4.1.2. Equipos y reactivos empleados en quimica seca
La implementacion de esta técnica en el laboratorio clinico necesita basicamente dos

cosas: un reflectdbmetro o analizador y las laminillas reactivas o slides.

La quimica seca se basa en la estabilizacion de los componentes de la reaccion
necesarios para el andlisis (indicadores, enzimas y reactivos auxiliares), por
pretratamiento y secado de las respectivas soluciones, en papel de filtro, fijado a su
vez sobre unatira de material sintético. Los componentes estructurales de la laminilla
son (Figura 2): un soporte de material sintético con un codigo magnético en un
extremo, sobre el soporte del material sintético, un material de transporte del plasma,
una serie de capas que contienen material separador (por lo general, fibra de vidrio)
y reactivos, recubierto todo con una capa protectora. La muestra es depositada sobre
el material separador, que retiene los eritrocitos, otras moléculas de alto peso
molecular y sustancias interferentes y permite la difusion del plasma hacia el material
de transporte. De aqui, pasa por capilaridad a través de las capas embebidas con
los reactivos, en las cuales se lleva a cabo la reaccion (Prada-Quesada, 2010).

Una laminilla de reaccion tipica consta de cuatro capas (Figura 3) que se clasifican
de acuerdo a la funcién que cumplen:

1) La capa difusora es una capa porosa que permite distribuir uniformemente la
muestra ademas de funcionar como filtro, ya que no deja pasar moléculas
como proteinas, lipidos, hemoglobina, o bilirrubina (dependiendo de la
determinacion a realizar). Sirve también como pantalla para la reflexion de la
luz. En algunas pruebas las reacciones se inician en esta capa, como en el
caso del colesterol y triglicéridos ya que son moléculas muy grandes como

para atravesar la capa difusora.
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Orificio para depositar la muestra
(superior)
Orificio para la lectura por
espectrometria de reflectancia
de los productos formados
(inferior)

Capa supenor de sostén

Multicapa para filtrar las

/ proteinas, que ademas confiene

los reactivos necesarios para
el analisis colorimétrico,

Capa inferior de sostén potenciometro o ¢mético

Figura 2. Partes que componen la placa fotogréafica multiple de un analizador que
utiliza el principio de la quimica seca (Prada-Quesada, 2010).

2) La capa de reaccién es aquella que contiene las sustancias que pueden ser
enzimas o cualquier otro compuesto quimico, que se encuentran en
condiciones muy controladas para intervenir en la reaccion.

3) La capa indicadora contiene el colorante para formar el complejo colorido, que
serd proporcional a la concentracion del analito, el cual se cuantifica por
espectrofotometria de reflexion.

4) Y la capa de soporte que es la base de la laminilla donde estan depositadas
las demas capas, esta fabricada con un material de plastico transparente que
permite que pase la luz para que la reaccion pueda ser medida (Suardiaz y
col., 2004).

Existen ademas algunas capas extras para pruebas especificas, como son:

- Membrana semipermeable: elimina interferencias y aumenta la especificidad. Se
encuentra en las laminillas de amonio y BUN.

- Capa enmascaradora: permite tapar pigmentos como en el caso de la laminilla de
BuBc (Bu bilirrubina no conjugada, Bc bilirrubina conjugada), en donde se elimina

la interferencia causada por la hemoglobina.

29



- Capa depuradora: esta capa forma compuestos con sustancias que interfieren en
la reaccion, como en el caso del 4cido urico, donde se utiliza la enzima ascorbato
oxidasa para eliminar la interferencia del acido ascorbico. También puede
contener agentes quelantes como en el caso de la laminilla de hierro, para eliminar

la interferencia causada por el zinc (Ortho Clinical Diagnostics, 2004).

—*Slide” superior

-~ Capa difusora

—Capa reactiva

--Capa de soporte

= - *Slide"inferior

Figura 3. Capas que constituyen un slide tipico (Ortho Clinical Diagnostics, 2004).

La presencia de estas Ultimas capas y de la capa difusora en las laminillas de
reaccion otorgan a la quimica seca las ventajas que se mencionan en el apartado
anterior en comparacion con la quimica liquida, ya que se eliminan las interferencias

de la medicion, la representacion grafica de este proceso se muestra en la Figura 4.

Los tiempos de preincubacion y de reaccion, asi como las temperaturas necesarias
para realizar estas acciones, son controlados por el equipo. Algunos sistemas
poseen dos compartimientos en la tira, uno para la muestra, y otro para un calibrador

acuoso (Suardiaz y col., 2004; Prada-Quesada, 2010).
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Figura 4. Espectrofotometria de transmision contra reflectancia, representacion
gréfica del efecto de las capas que eliminan las interferencias en las laminillas de
reaccion (Ortho Clinical Diagnostics, 2004).

Existen diferentes tipos de laminillas reactivas, dependiendo del tipo de analisis por
realizar estos pueden ser:

e Colorimétricos los cuales hacen una determinaciéon de punto final, ya que
hacen la medicidon una vez terminada la reaccion, ejemplo: glucosa, acido
arico, colesterol.

e Enzimaticos que llevan a cabo varias lecturas durante el curso de la reaccion,
ejemplo: lactato deshidrogenasa, amilasa, lipasa.

e Y potenciométricos que miden el diferencial de potencial entre la muestra y el
fluido de referencia, por medio de un electrodo de ion selectivo permitiendo
asi medir la concentracion de electrolitos.

En los primero dos casos (colorimétricos y enziméticos) la concentracion del analito
se cuantifica a través de una medicion espectrofotométrica por reflexion, en el tercer
caso la determinacién se realza mediante la medicion del diferencial de potencial del
analito presente en la muestra contra una solucion de referencia (Ortho Clinical
Diagnostics, 2004).

El nucleo de un reflectbmetro estd compuesto por la llamada esfera de Ulbricht, la
cual contiene una fuente de emision de luz en una determinada longitud de onda

constituida en algunos sistemas por un diodo y en otros por una lampara de arco de
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xenodn. El rayo emitido incide sobre el area de lectura de la laminilla de reaccién y es
reflejado por ésta, los detectores comparan la intensidad de la luz emitida por el diodo
emisor con la de la luz reflejada. Mientras mayor sea esta Ultima, menor sera la
concentracion del analito. Algunos sistemas solo pueden realizar determinaciones
colorimétricas, mientras que otros pueden llevar a cabo andlisis enzimaticos (Sanz-
Gonzélez, 2014).

Toda la informacion que el equipo requiere, esta contenida en el codigo magnético
de la tira: identificacion del analito, duracién de la fase de preincubacion y de
reaccion, longitud de onda requerida, nimero de mediciones e intervalo de tiempo
entre ellas, célculo de los resultados y factores de conversion (Suardiaz y col., 2004;
Prada-Quesada, 2010).

El método de quimica seca tiene multiples aplicaciones en el laboratorio clinico, pero
sin duda la aplicacibn mas importante se da en el area de bioquimica clinica o
guimica sanguinea cuya finalidad es la aplicacibn de la ciencia quimica para
contribuir a la resolucién de problemas de salud. La funcién del area de bioquimica
clinica es realizar analisis, tanto cualitativos como cuantitativos, en fluidos corporales;
para que los resultados de dichos estudios sean Uutiles a los médicos en el
diagndstico, tratamiento y seguimiento de una enfermedad (Veldzquez-Salgado,
2009; Guerrero-Vega, 2014).

Dentro de las determinaciones mas importantes que se incluyen en esta categoria
se encuentran las cuantificaciones séricas de glucosa, colesterol y triglicéridos que
forman parte de las determinaciones consideradas como estudios de rutina y que en
los ultimos afios han tenido una relevancia medica creciente debido al aumento en
la incidencia del sindrome metabdlico que presenta gran parte de la poblacion
mundial en la actualidad y que provoca alteraciones con consecuencias

potencialmente mortales (Hernandez-Tamayo, 2011).
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1.4.2. Determinacion de glucosa

La principal funcién bioquimica de la glucosa es la de proporcionar energia para los
procesos de la vida. El adenosin trifosfato (ATP) es la fuente de energia universal
para las reacciones bioldgicas. La oxidacion de la glucosa por las vias glucolitica y
del acido citrico es la fuente principal de energia para la biosintesis del ATP. Cuando
se tiene un exceso de glucosa en la sangre por arriba del limite superior normal
(110mg/dL) se presenta la hiperglucemia, el aumento de la concentracion de glucosa
sérica se dan en: respuesta a la tension, enfermedad de Cushing, diabetes mellitus,
acromegalia, hipertiroidismo, pancreatitis cronica, administracion de algunos
farmacos como diuréticos clorotiacidicos, coma hiperosmolar no ceténico, entre
otros. Mientras que la hipoglucemia es un trastorno caracterizado por una
concentracion de glucosa en ayunas menor al limite inferior normal (75mg/dL) esto
sucede en: enfermedad hepatica, desnutricion, posgastrectomia, tolerancia
deficiente a la glucosa, administracion excesiva de insulina, hipoglucemia funcional
0 espontanea, ingestion de alcohol en ayunas (Velazquez-Salgado, 2009; Guerrero-
Vega, 2014).

Para la determinacién de la concentracion de glucosa en suero sanguineo el
fundamento del método de quimica seca se basa en la oxidacion de la glucosa
contenida en la muestra la cual es catalizada por la glucosa oxidasa para formar
peréxido de hidrégeno y gluconato. Esta reaccion va seguida de un acoplamiento
oxidativo catalizado por la peroxidasa en presencia de precursores colorantes para
producir un pigmento (la concentracion de glucosa es proporcional a la concentracion
del peroxido formado). La intensidad del pigmento se mide por la luz reflejada
(VITROS, 2012).

1.4.3. Determinacion de colesterol
El colesterol es una sustancia hidr6foba, que se sintetiza sobre todo en el higado, es
esencial para el funcionamiento normal del organismo ya que es un componente
estructural esencial de las membranas de todas las células animales y particulas

subcelulares, precursor de acidos biliares, hormonas esteroides y de la vitamina D.
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La cuantificacién de colesterol en suero es clinicamente importante, ya que existe
una relacién entre la concentracion del colesterol plasmatico elevado (mas de
200mg/dL) y la presencia de problemas cardiacos coronarios. Las concentraciones
séricas de colesterol disminuyen en: desnutricion, esteatorrea, hepatitis,
hipertiroidismo, personas con infeccion aguda y anemia; y aumentan en:
hiperlipoproteinemia, cancer de la cabeza del pancreas, hipotiroidismo, sindrome
nefrotico, el tercer trimestre del embarazo y predisposicion genética (Velazquez-
Salgado, 2009; Guerrero-Vega, 2014).

Para la determinacién de la concentracion de colesterol en suero sanguineo
empleando el método de quimica seca, el fundamento esta basado en la accion de
la enzima colesterol esterasa que hidroliza los ésteres de colesterol presentes en la
muestra dando colesterol libre y acidos grasos, en una posterior oxidacion mediante
la colesterol oxidasa se forma H20:2 y colesterona. El H202 se valora por la reaccion
de Trinder, mediante un cromégeno: fenol y 4-Aminoantipirina, en presencia de
peroxidasa, formando una quinonimina cuya coloracion, es proporcional a la

concentracion de colesterol presente en la muestra (VITROS, 2012).

1.4.4. Determinacion de triglicéridos

Los triglicéridos estan constituidos por glicerol y acidos grasos. Aproximadamente
del 40% del consumo de calorias en la dieta consta de lipidos. Los triglicéridos
constituyen una porcién importante (del 98 a 99%) de los lipidos animales y el resto
son colesterol y otros lipidos. Los padecimientos en los cuales se observa una
concentracion elevada de triglicéridos en sangre (mas de 190mg/dL) son: xantoma
eruptivo, lipemia retiniana, organomegalia, pancreatitis, intolerancia a la glucosa,
hiperuricemia, aterosclerosis prematura, diabetes mellitus insulinopénica,
disglobulinemia, lupus eritematoso, embarazo, uso de hormonas, enfermedad por
almacenamiento de glucégeno, alcoholismo, enfermedad de Gaucher, mieloma
(Velazquez-Salgado, 2009; Guerrero-Vega, 2014).
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El método de quimica seca para la determinacion de triglicéridos en suero sanguineo
se fundamenta en la hidrolisis enzimatica de los triglicéridos, presentes en la
muestra, a glicerol el cual, mediante la enzima glicerol cinasa y glicerol-p-oxidasa,
libera peroxido de hidrogeno que se valora mediante la reaccion de Trinder (VITROS,
2012).
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2. HIPOTESIS

Los métodos de quimica seca para la determinacion sérica de glucosa, colesterol y
triglicéridos implementados por el laboratorio clinico evaluado, presentan un
adecuado desempefio analitico, bajo sus condiciones de trabajo establecido
mediante la evaluacion de la linealidad, precision, veracidad e incertidumbre de cada
método.
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3. OBJETIVOS

3.1. General
Evaluar los parametros de verificacion de los métodos de quimica seca
implementados por un laboratorio clinico para la cuantificacién sérica de glucosa,

colesterol y triglicéridos.

3.2. Especificos

Evaluar de manera preliminar las condiciones funcionales del laboratorio.

Evaluar la linealidad de los métodos de quimica seca empleados para la

determinacién de glucosa, colesterol y triglicéridos.

Evaluar la precision de los métodos de quimica seca empleados para la

determinacién de glucosa, colesterol y triglicéridos.

Evaluar la veracidad de los métodos de quimica seca empleados para la

determinacioén de glucosa, colesterol y triglicéridos.

Realizar una estimacion de la incertidumbre de los métodos de quimica seca

empleados para la determinacién de glucosa, colesterol y triglicéridos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Materiales
Pipeta automatica de volumen ajustable 200 - 1000uL
Analizador Vitros® 250
Pipeta volumétrica de 3mL
Puntas desechables para pipeta automatica (200 - 1000uL)

Termoémetro

4.2. Reactivos
Slides marca Vitros® para glucosa
Slides marca Vitros® para colesterol
Slides marca Vitros® para triglicéridos
Material de referencia certificado de glucosa y colesterol con matriz sérica.
Calibrador marca Vitros® kit |

Calibrador marca Vitros® kit Il

4.3. Metodologia para realizar la evaluacion.
4.3.1. Evaluacién de las condiciones preliminares del laboratorio.
Se evaluaron las condiciones preliminares realizando una comparativa entre el
estado 6ptimo y las entonces condiciones actuales del laboratorio clinico en cuanto
a instalaciones, recursos técnicos y personal, de acuerdo con el Cuadro 1, anotando
en las ultimas dos columnas de la derecha si el laboratorio cumplia 0 no con las
condiciones recomendadas para realizar las evaluaciones posteriores. La eleccion
de las condiciones evaluadas se realizé en base a los requisitos del fabricante para

la implementacién de la metodologia.
Se realiz6 un registro de la temperatura ambiente del laboratorio en un dia

representativo de trabajo, tomando lecturas cada hora durante el horario funcional

del establecimiento.
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Cuadro 1. Evaluacion de las condiciones preliminares del laboratorio

Condiciones del
Parametros evaluados laboratorio evaluado

Cumple No cumple

e Espacio y distribucién adecuados
. ¢ Condiciones climaticas:

Instalaciones
o Temperatura (20£5°C)

o Control de humedad (40+5%)

¢ Analizador funcional:
o Instalacion adecuada (Regulador
de corriente eléctrica)

Recursos o
o o Programa de mantenimientos
tecnicos , o
preventivos (diario, semanal,
mensual y anual)
o Programa de control de calidad
¢ Personal capacitado
¢ Personal de uso exclusivo para el
Personal

analizador

e Capacitacion continua

Observaciones:

4.3.2. Evaluacion de la linealidad.
Se llevé a cabo la evaluacion de la linealidad, preparando disoluciones patrén en 5
niveles de concentracion, empleando el kit de calibradores | y Il marca Vitros®, que
incluye sueros control de concentracion alta y baja para los analitos de interés, en

este caso glucosa, colesterol y triglicéridos.

La preparacion de las disoluciones patron se realiz6 de acuerdo al Cuadro 2,

tomando 1mL como volumen final de cada alicuota.
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Cuadro 2. Preparacion de las diluciones patrén para la evaluacion de la linealidad

Numero de Proporcién en Proporcién en
dilucion volumen de la volumen de la
muestra 1 (M1) muestra 2 (M2)

1 Usar sin diluir 0

2 3 1

3 2 2

4 1 3
5 0 Usar sin diluir

Se realizaron cuatro mediciones de cada dilucion empleado el analizador y las
laminillas reactivas correspondientes para las determinaciones de glucosa, colesterol

y triglicéridos respectivamente.

Se construy6 una gréafica por cada analito con la media aritmética de las réplicas,
colocando sobre el eje Y las concentraciones calculadas y sobre el eje X el valor
tedrico de concentracion para cada dilucién. Se calcul6 la ecuacion de la recta para

los puntos dados, y el coeficiente de correlacion.

Para la validacién del intervalo reportable, se llené la columna 2 del Cuadro 3 y se
realizaron los calculos ahi mencionados para la obtencion del sesgo o desviacion y
el porcentaje de error para cada uno de los analitos (glucosa, colesterol y

triglicéridos).

Los resultados de ambas pruebas se analizaron de acuerdo a los criterios de
aceptacion que menciona la “Guia para la validacion y la verificacion de los
procedimientos de examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico”
expedida por la EMA y el CENAM.

40



Cuadro 3. Cuantificacion de errores en el intervalo reportable.

Numero Media de los Valor tedrico (X) Sesgo % Error
de valores de (Desviacion)
dilucion concentracién
(Y)
1 Ingresar valor (M1x1)+(M2x0) Y1-X1 (Sesgol/X1)x100
medio
2 Ingresar valor (M1x0.75)+(M2x0.25) Y2-X2 (Sesgo2/X2)x100
medio
3 Ingresar valor (M1x0.5)+(M2x0.5) Y3-X3 (Sesgo3/X3)x100
medio
4 Ingresar valor (M1x0.25)+(M2x0.75) Y4-X4 (Sesgo4/X4)x100
medio
5 Ingresar valor (M1x0)+(M2x1) Y5-X5 (Sesgo5/X5)x100
medio

4.3.3. Evaluacion de la precision.
La evaluacion de la precision de los métodos se realizo repitiendo 20 veces el analisis
de los calibradores: kit 2 vial 2 para colesterol, kit 2 vial 3 para triglicéridos y kit 1 vial
2 para glucosa, de forma continua (interserial), empleando el analizador y las

laminillas reactivas correspondientes para cada determinacion.

Se procedié a calcular la media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién
expresado en porcentaje, para cada una de las determinaciones. Los datos obtenidos
fueron comparados con el error permitido por CLIA para cada analito de interés

(glucosa, colesterol y triglicéridos).

4.3.4. Evaluacion de la veracidad.
La evaluacion de la veracidad de los métodos para la determinacién de glucosa y
colesterol se realiz6 por medio del analisis de un material de referencia certificado
por el CENAM, mientras que la evaluacion de la veracidad del método para la
determinacion de triglicéridos se realiz6 mediante el analisis del vial 3 del kit 2 de
calibradores marca Vitros debido a que el material de referencia certificado que se

adquirid, no especificaba una concentracion definida para este analito.
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Se realizo el analisis 10 veces para cada uno de los analitos empleando el analizador

y las laminillas reactivas correspondientes para cada determinacion.

Se calculd la media aritmética de las repeticiones y en base a estos datos se obtuvo
el porcentaje de recuperacion y el porcentaje de error relativo para cada analito, estos
resultados junto con los obtenidos en la evaluacion de la precision se incluyeron en
un grafico de decision del método para determinar el grado de desempefio analitico

de cada uno de los métodos.

4.3.5. Estimacion de la incertidumbre.
La evaluacion de la incertidumbre de los métodos de analisis para la determinacion
de los tres analitos (glucosa, colesterol y triglicéridos) se realiz6 calculando la
incertidumbre expandida tomando en cuenta los resultados del control de calidad
interno del laboratorio clinico en el Ultimo periodo de calibracién y la incertidumbre

de los calibradores proporcionada por el fabricante.
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5. RESULTADOS

5.1. Evaluacién de las condiciones preliminares del laboratorio.
El Cuadro 4 muestra los resultados de la evaluacion preliminar de las condiciones
funcionales del laboratorio antes de comenzar con la evaluacion de los parametros

de verificacion.

Cuadro 4. Resultados de la evaluacion de las condiciones preliminares del

laboratorio
Condiciones del
Parametros evaluados laboratorio evaluado
Cumple No cumple
e Espacio y distribucion adecuados v
, e Condiciones climéticas:
Instalaciones X
o Temperatura (20£5°C)
X
o Control de humedad (40+5%)
¢ Analizador funcional:
o Instalacién adecuada (Regulador de X
Recursos corriente eléctrica)
técnicos o Mantenimientos preventivos (diario, X
semanal, mensual y anual)
o Programa de control de calidad v
e Personal capacitado v
e Personal de uso exclusivo para el X
Personal _
analizador
o, . X
e Capacitacion continua

Observaciones:

El equipo no estaba conectado a un regulador de corriente eléctrica, lo que podria alterar los
resultados emitidos y dafiar el instrumento.

El laboratorio no cuenta con un sistema para controlar la temperatura ni la humedad de las
instalaciones, condiciones que afectan el funcionamiento del analizador.

El laboratorio no cuenta con personal de uso exclusivo del analizador, por lo que varias personas

manipulan el equipo y dificulta el control en los cambios que se realizan en el instrumento.
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En el Cuadro 5 se muestra el registro de la temperatura ambiente del laboratorio
durante un dia normal de trabajo, se realiz6 una medicién de la temperatura cada

hora durante el horario de funcionamiento del establecimiento (08:00-15:00 horas).

Cuadro 5. Registro de la temperatura ambiente del laboratorio.

Hora Temperatura Hora Temperatura
08:00am 24°C 12:00pm 29°C
09:00am 25°C 01:00pm 30°C
10:00am 26°C 02:00pm 32°C
11:00am 27°C 03:00pm 33°C

5.2. Evaluacion de la linealidad del método.
5.2.1. Glucosa
El Cuadro 6 muestra los resultados obtenidos de las 4 réplicas para cada uno de los
5 niveles de concentracion que se realizaron durante la evaluacion de la linealidad
del método para la determinacién de glucosa, la columna de la derecha muestra la

media aritmética de las 4 repeticiones.

Cuadro 6. Resultados de las réplicas de los 5 niveles de concentracion para la
evaluacion de la linealidad de glucosa.

Namero de Resultados Media
dilucién 1 2 3 4 mg/dL
1 37 37 37 37 37
2 181 180 180 180 180.25
3 334 331 328 333 3315
4 435 436 436 437 436
5 569 567 566 566 567

El Cuadro 7 muestra los resultados del sesgo y del porcentaje de error obtenido para
cada nivel de concentracion (intervalo reportable) en base a la concentracion tedrica

de cada dilucion.
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Cuadro 7. Resultados de sesgo y porcentaje de error con respecto al valor teorico

en el intervalo reportable para el método de determinacién de glucosa.

Nimero de | Media | Concentracion Sesgo
dilucion mg/dL | teérica mg/dL |(desviacién)| % Error
1 37 35 2 5.71
2 180.25 176.25 4 2.27
3 331.5 317.5 14 4.41
4 436 458.75 -22.75 4.96
5 567 600 -33 5.50

La Figura 5 es la representacion grafica obtenida de la evaluacién de la linealidad

para el método de determinacion de glucosa. Muestra la ecuacién de la recta y el

coeficiente de correlacion obtenidos de la relacion entre la media aritmética de las 4

repeticiones para los 5 niveles de concentracion, en funciéon de la concentracion

tedrica de cada dilucion.

Grafica en funcion de la concentracidn tedrica
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Figura 5. Gréfica de la concentracion experimental en funcion de la concentracion

tedrica de los resultados de la evaluacion de la linealidad del método para

determinacion de glucosa.
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5.2.2. Colesterol
El Cuadro 8 muestra los resultados obtenidos de las 4 réplicas para cada uno de los
5 niveles de concentracion que se realizaron durante la evaluacion de la linealidad
del método para la determinacion de colesterol, la columna de la derecha muestra la

media aritmética de las 4 repeticiones.

Cuadro 8. Resultados de las réplicas de los 5 niveles de concentracion para la
evaluacion de la linealidad de colesterol.

Namero de Resultados Media
dilucién 1 2 3 4 mg/dL
1 60 58 58 59 58.75
2 127 125 122 125 124.75

3 221 219 215 217 218

4 331 319 316 314 320
5 413 404 398 400 403.75

El Cuadro 9 muestra los resultados del sesgo y del porcentaje de error obtenido para
cada nivel de concentracién (intervalo reportable) en base a la concentracién tedrica
de cada dilucién en la evaluacion de la linealidad del método de determinacién de

colesterol.

Cuadro 9. Resultados de sesgo y porcentaje de error con respecto al valor tedrico
en el intervalo reportable para el método de determinacién de colesterol.

Numero de Media | Concentracion Sesgo
dilucion mg/dL | teérica mg/dL |(desviacién)| % Error
1 58.75 60 -1.25 2.08
2 124.75 130.5 -5.75 4.41
3 218 237 -19 8.02
4 320 343.5 -23.5 6.84
5 403.75 450 -46.25 10.28

La Figura 6 es la representacion grafica obtenida de la evaluacion de la linealidad del

método de determinacion de colesterol. Muestra la ecuacion de la recta y el
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coeficiente de correlacion obtenidos de la relacion entre la media aritmética de las 4
repeticiones para los 5 niveles de concentracion, en funcion de la concentracion

tedrica de cada dilucion.

Gréfica en funcion de la concentracidn tedrica
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Figura 6. Grafica de la concentracion experimental en funcién de la concentracion
tedrica de los resultados de la evaluacion de la linealidad del método para la
determinacion de colesterol.

5.2.3. Triglicéridos
El Cuadro 10 muestra los resultados obtenidos de las 4 réplicas para cada uno de
los 5 niveles de concentracion que se realizaron durante la evaluacion de la linealidad
del método para la determinacién de triglicéridos, la columna de la derecha muestra

la media aritmética de las 4 repeticiones.

El Cuadro 11 muestra los resultados del sesgo y del porcentaje de error obtenido
para cada nivel de concentracion (intervalo reportable) en base a la concentracion
tedrica de cada dilucién obtenidos en la evaluacion de la linealidad del método para

la determinacion de triglicéridos.
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Cuadro 10. Resultados de las réplicas de los 5 niveles de concentracion para la
evaluacion de la linealidad de triglicéridos.

Namero de Resultados Media
dilucion 1 2 3 4 mg/dL
1 29 30 28 30 29.25
2 133 134 133 132 133
3 242 242 238 239 240.25
4 348 349 346 347 347.5
5 435 434 432 433 433.5

Cuadro 11. Resultados de sesgo y porcentaje de error con respecto al valor tedrico
en el intervalo reportable para el método de determinacion de triglicéridos.

NUimero de | Media | Concentracion Sesgo
dilucién mg/dL | teérica mg/dL |(desviacién)| % Error
1 29.25 35 -5.75 16.43
2 133 151.25 -18.25 12.07
3 240.25 267.5 -27.25 10.19
4 347.5 383.75 -36.25 9.45
5 433.5 500 -66.5 13.30

La Figura 7 es la representacidon grafica obtenida de la evaluacién de la linealidad
para el método de determinacion de triglicéridos. Muestra la ecuacion de la recta y el
coeficiente de correlacion obtenidos de la relacién entre la media aritmética de las 4
repeticiones para los 5 niveles de concentracion, en funciéon de la concentracion

tedrica de cada dilucion.

5.3. Evaluacién de la precisién del método.
5.3.1. Glucosa
El cuadro 12 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion intraserial de la
precision del método para la determinaciéon de glucosa, ademas del resultado de la
media aritmética de las repeticiones, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.

48



Gréfica en funcion de la concentracion tedrica
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Figura 7. Grafica de la concentracién experimental en funcién de la concentracion
tedrica de los resultados de la evaluacion de la linealidad del método para la
determinacion de triglicéridos.

El cuadro 13 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion interserial de la
precision del método para la determinacion de glucosa, ademas del resultado de la
media aritmética de las repeticiones, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.

5.3.2. Colesterol
El cuadro 14 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion intraserial de la
precision del método para la determinacion de colesterol, ademas del resultado de la
media aritmética de las repeticiones, la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion.

El cuadro 15 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion interserial de la
precision del método para la determinacion de colesterol, ademas del resultado de la
media aritmética de las repeticiones, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.
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Cuadro 12. Resultados de la evaluacion intraserial de la precision del método para
la determinacion de glucosa.

Precision
Repeticion | esultado Repeticion Resultado

mg/dL mg/dL
1 303 11 301
2 299 12 301
3 299 13 301
4 301 14 300
S 301 15 300
6 299 16 300
7 297 17 208
8 297 18 205
10 296 20 298

Media 299.00
Desv. estandar 2.08

CvV 0.70%

Cuadro 13. Resultados de la evaluacion interserial de la precision del método para
la determinacién de glucosa.

Control de calidad interno
Resultado Resultado
Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 77.7 10-sep 79.9
29-ago 78 11-sep 81.3
31-ago 78.1 12-sep 82.1
01-sep 78.2 14-sep 83.8
03-sep 78.5 15-sep 79.9
04-sep 77.5 17-sep 82.4
05-sep 77.3 18-sep 82.9
07-sep 77.9 19-sep 83.5
08-sep 76.6 28-sep 80
09-sep 80.7 30-sep 79.8
Media 79.81
Desv. Estandar 2.23
CVv 2.8%
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Cuadro 14. Resultados de la evaluacion intraserial de la precision del método para
la determinacion de colesterol.

Precision
Resultado Resultado

Repeticion mg/dL Repeticién mg/dL
1 207 11 200
2 206 12 203
3 203 13 204
4 205 14 205
5 204 15 198
6 206 16 203
7 204 17 205
8 204 18 203
9 207 19 203
10 204 20 201

Media 203.75
Desv. estandar 2.22

CVv 1.09%

Cuadro 15. Resultados de la evaluacion interserial de la precision del método para
la determinacién de colesterol.

Control de calidad interno
Resultado Resultado
Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 131 10-sep 134
29-ago 132 11-sep 134
31-ago 135 12-sep 135
01-sep 130 14-sep 137
03-sep 132 15-sep 130
04-sep 131 17-sep 136
05-sep 129 18-sep 136
07-sep 132 19-sep 136
08-sep 129 28-sep 141
09-sep 134 30-sep 140
Media 133.7
Desv. Estandar 3.39
Ccv 2.53%
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5.3.3. Triglicéridos
El cuadro 16 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion intraserial de la
precision del método para la determinacion de triglicéridos, ademas del resultado de
la media aritmética de las repeticiones, la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion.

Cuadro 16. Resultados de la evaluacion intraserial de la precision del método para
la determinacién de triglicéridos.

Precision
Resultado Resultado

Repeticion mg/dL Repeticién mg/dL
1 225 11 228
2 226 12 230
3 224 13 231
4 225 14 232
5 226 15 230
6 235 16 226
7 231 17 230
8 233 18 230
9 233 19 228
10 232 20 228

Media 229.15
Desv. estandar 3.12

CV 1.36%

El cuadro 17 muestra los 20 resultados obtenidos en la evaluacion interserial de la
precision del método para la determinacion de triglicéridos, ademas del resultado de
la media aritmética de las repeticiones, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion.

5.4. Evaluacion de la veracidad del método.
5.4.1. Glucosa
El Cuadro 18 muestra los resultados de las 10 determinaciones de glucosa realizadas

al material de referencia certificado, incluye el resultado del calculo de la media
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aritmética de las repeticiones y el dato proporcionado por el CENAM como la
concentracion verdadera del analito en el material de referencia, ademas muestra el
resultado del porcentaje de error relativo y porcentaje de recuperacion calculados a

partir de los dos datos anteriores.

Cuadro 17. Resultados de la evaluacion interserial de la precision del método para
la determinacion de triglicéridos.

Control de calidad interno
Resultado Resultado

Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 110.1 10-sep 111.3
29-ago 108.8 11-sep 110.6
31-ago 108.6 12-sep 110.2
01-sep 111.3 14-sep 111.5
03-sep 109.1 15-sep 111.1
04-sep 110.7 17-sep 109.9
05-sep 109.9 18-sep 111.1
07-sep 104.6 19-sep 112.4
08-sep 126.9 28-sep 113.8
09-sep 108.7 30-sep 115.3

Media 111.3

Desv. Estandar 4.26

CVv 3.83%

En la Figura 8 se muestra el grafico de decision del método correspondiente al
utilizado para la determinacién de glucosa, el punto operativo esta ubicado en las
coordenadas correspondientes al porcentaje de error obtenido en la evaluacion de la
veracidad frente al coeficiente de variacion obtenido en la evaluacion intraserial de la

precision.

5.4.2. Colesterol
El Cuadro 19 muestra los resultados de las 10 determinaciones de colesterol
realizadas al material de referencia certificado, incluye el resultado del calculo de la
media aritmética de las repeticiones y el dato proporcionado por el CENAM como la
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concentracion verdadera del analito en el material de referencia, ademas muestra el

resultado del porcentaje de error relativo y porcentaje de recuperacion calculados a

partir de los dos datos anteriores.

Cuadro 18. Resultados de la evaluacion de la veracidad del método para la

determinacion de glucosa.

Veracidad

Repeticion

Resultado
mg/dL

1

41

42

41

41

41

41

42

42

© 0N |0~ WIN
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o
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Media

41.6

Valor verdadero

41.9

Porcentaje de recuperacion

99.3%

Error relativo

0.72%

En la Figura 9 se muestra el grafico de decision del método correspondiente al

utilizado para la determinacion de colesterol, el punto operativo esta ubicado en las

coordenadas correspondientes al porcentaje de error obtenido en la evaluacion de la

veracidad frente al coeficiente de variacidon obtenido en la evaluacion intraserial de la

precision.
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Grafico de decision para el método de glucosa

Clase mundial

Enexactitud (%)
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Figura 8. Gréfico de decision del método para la determinacion de glucosa.

Cuadro 19. Resultados de la evaluacion de la veracidad del método para la
determinacién de colesterol.

Veracidad

Resultado
Repeticion mg/dL
1 126
124
126
126
126
126
123
126
123
129
Media 125.5
Valor verdadero 161.1
Porcentaje de recuperacion 77.9%
Error relativo 22.10%
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Grafico de decision para el método de colesterol
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Figura 9. Gréfico de decision del método para la determinacion de colesterol.

5.4.3. Triglicéridos
El Cuadro 20 muestra los resultados de las 10 determinaciones de triglicéridos
realizadas al calibrador nivel 3 del kit 2 marca Vitros, incluye el resultado del célculo
de la media aritmética de las repeticiones y el dato considerado como la
concentracion verdadera del analito en el calibrador proporcionado por el fabricante
en su certificado de trazabilidad, ademas muestra el resultado del porcentaje de error

relativo y porcentaje de recuperacion calculados a partir de los dos datos anteriores.

En la Figura 10 se muestra el grafico de decisién del método correspondiente al
utilizado para la determinacién de triglicéridos, el punto operativo esta ubicado en las
coordenadas correspondientes al porcentaje de error obtenido en la evaluacion de la
veracidad frente al coeficiente de variacion obtenido en la evaluacion intraserial de la

precision.
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Cuadro 20. Resultados de la evaluacion de la veracidad del método para la
determinacion de triglicéridos.

Veracidad

Resultado
Repeticion mg/dL
1 225
226
224
225
226
226
225
230
228
228
Media 226.3
Valor verdadero 210
Porcentaje de recuperacion 107.8%
Error relativo 7.76%

OO N |0~ [WIN
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o

Grafico de decision para el método de triglicéridos

Clase mundial
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Figura 10. Grafico de decision del método para la determinacion de triglicéridos.
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5.5. Evaluacion de la incertidumbre.
Para realizar el calculo de la incertidumbre expandida de los tres métodos se tomaron
en cuenta dos componentes: la incertidumbre de medicién del valor del calibrador y

la precision interdiaria de cada método.

5.5.1. Glucosa
El cuadro 21 muestra los resultados del control de calidad interno del laboratorio,
obtenidos en el periodo del 28 de agosto al 28 de septiembre del 2015, para la

obtencién de la precision interdiaria del método para la determinacién de glucosa.

Cuadro 21. Resultados del control de calidad interno (nivel 2) del periodo del 28 de
agosto al 28 de septiembre del 2015, para la obtencion de la precision interdiaria
del método de determinacion de glucosa.

Control de calidad interno
Resultado Resultado

Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 285.9 10-sep 289
29-ago 280.7 11-sep 293.4
31-ago 286.1 12-sep 297.5
01-sep 286.7 14-sep 302
03-sep 287.4 15-sep 289.1
04-sep 284 17-sep 300.2
05-sep 282.5 18-sep 301.9
07-sep 284.2 19-sep 297.4
08-sep 279.4 28-sep 281.3
09-sep 286.7 30-sep 290

Media 289.27

Desv. Estandar 7.12

Ccv 2.46%

Los datos de la incertidumbre de la medicién del valor del calibrador proporcionados
por el fabricante son los siguientes: Calibrador kit 1 vial 2: 297.44 = 4.88mg/dL
(equivalente a una incertidumbre tipica relativa del 0.82% con un nivel de confianza
del 95%).
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Aplicando la férmula del error cuadréatico medio obtenemos la incertidumbre estandar
combinada. La incertidumbre expandida (atribuible a cada medicion realizada
durante ese periodo de calibracidn) con un nivel de confianza del 95%, se obtiene al

multiplicar el resultado anterior por el factor de cobertura igual a 2.

J (0.82)%+(2.46)%= (2.59%) X (2) = +5.18%

5.5.2. Colesterol
El cuadro 22 muestra los resultados del control de calidad interno del laboratorio,
obtenidos en el periodo del 28 de agosto al 28 de septiembre del 2015, para la

obtencion de la precision interdiaria del método para la determinacion de colesterol.

Cuadro 22. Resultados del control de calidad interno (nivel 2) del periodo del 28 de
agosto al 30 de septiembre del 2015 para la obtencién de la precision interdiaria del
método de determinacion de colesterol.

Control de calidad interno
Resultado Resultado

Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 224 10-sep 219
29-ago 220 11-sep 223
31-ago 221 12-sep 227
01-sep 218 14-sep 222
03-sep 221 15-sep 222
04-sep 226 17-sep 219
05-sep 213 18-sep 226
07-sep 213 19-sep 232
08-sep 217 28-sep 221
09-sep 217 30-sep 226

Media 221.35

Desv. Estandar 472

Ccv 2.13%
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Los datos de la incertidumbre de la medicion del valor del calibrador proporcionados
por el fabricante son los siguientes: Calibrador kit 2 vial 2: 176.45 + 4.32mg/dL
(equivalente a una incertidumbre tipica relativa del 1.22% con un nivel de confianza
del 95%).

Aplicando la férmula del error cuadréatico medio obtenemos la incertidumbre estandar
combinada. La incertidumbre expandida (atribuible a cada medicion realizada
durante ese periodo de calibracion) con un nivel de confianza del 95%, se obtiene al

multiplicar el resultado anterior por el factor de cobertura igual a 2.

J (1.22)%+(2.13)% = (2.45%) X (2) = +4.9%

5.5.3. Triglicéridos
El cuadro 23 muestra los resultados del control de calidad interno del periodo del 28
de agosto al 30 de septiembre del 2015, para la obtencion de la precision interdiaria

del método para la determinacion de triglicéridos.

Los datos de la incertidumbre de la medicion del valor del calibrador proporcionados
por el fabricante son los siguientes: Calibrador kit 2 vial 3: 206.43 + 6.20mg/dL
(equivalente a una incertidumbre tipica relativa del 1.5% con un nivel de confianza
del 95%).

Aplicando la formula del error cuadratico medio obtenemos la incertidumbre estandar
combinada. La incertidumbre expandida (atribuible a cada medicion realizada
durante ese periodo de calibracién) con un nivel de confianza del 95%, se obtiene al
multiplicar el resultado anterior por el factor de cobertura igual a 2.

J(1 5)2+(0.74)? = (1.67%) X (2) = +3.34%
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Cuadro 23. Resultados del control de calidad interno (nivel 2) para la obtencién de
la precision interdiaria del método para la determinacion de triglicéridos.

Control de calidad interno

Resultado Resultado
Fecha mg/dL Fecha mg/dL
28-ago 237.1 10-sep 236.3
29-ago 238.5 11-sep 236.2
31-ago 236.4 12-sep 237.3
01-sep 236.3 14-sep 238.7
03-sep 237.1 15-sep 239.2
04-sep 238.8 17-sep 235.3
05-sep 238.9 18-sep 239
07-sep 238.2 19-sep 237.9
08-sep 238.3 28-sep 240.8
09-sep 233.9 30-sep 241.2
Media 237.77
Desv. Estandar 1.77
CVv 0.74%

El Cuadro 24 muestra en resumen los resultados de la evaluacion de los parametros

de verificacién de los métodos de quimica seca para la determinacion de glucosa,

colesterol y triglicéridos.

Cuadro 24. Resultados de la evaluacion de los pardmetros de verificacion de los
meétodos de quimica seca para las determinaciones de glucosa, colesterol y
triglicéridos.

Evaluacién de los parametros de verificacién del método de quimica

seca
Intervalo Incertidumbre
Linealidad | reportable | Precision Veracidad .
(mg/dL) expandida
_ Imprecision
Glucosa | R=0.9982 | 35 gq <25% | %error: 0.72% |  +5.18%
Clase mundial Lineal Preci
reciso
_ Imprecision
Colesterol | R=0.9995 | g4 3435 <2.5% | %error:22.1% |  +4.90%
Inaceptable Lineal Preci
reciso
L _ Imprecision
Trigliceridos | R=0.9991 | = o5 50 <3.3% | %error: 7.76% |  +3.34%
Clase mundial Lineal Preciso
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6. DISCUSION

Actualmente en México el Unico requisito que necesita cumplir un laboratorio de
analisis clinicos para funcionar es solicitar su registro ante la Secretaria de Salud y
cumplir con los lineamientos establecidos en la NOM-007-SSA3-2011, Para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos; y aunque dicha norma
hace énfasis en el aseguramiento de la calidad de los resultados exigiendo que se
implementen programas de control de calidad interno y externo de manera
imperativa, el cumplimiento de sus decretos depende del compromiso del
responsable de cada laboratorio hacia la calidad de los resultados que emite, esto se
debe a que en la mayoria de los casos no se vigila el cumplimiento de la norma
obligatoria, lo que genera la posibilidad de que existan laboratorios clinicos que
brinden sus servicios al publico sin tener conocimiento del grado de competencia
técnica de los métodos que utilizan, lo que se ve reflejado directamente sobre el
resultado que se le da a un paciente en base al cual el medico tomara la decisién de
un diagndstico y tratamiento. Lo anterior no se debe atribuir inicamente a la posible
falta de ética o conocimientos que pudieran presentar los profesionales clinicos, sino
también a la falta de recursos que puede estar relacionada con el poco compromiso
de los administradores que ven al laboratorio solo como un negocio; aunado a esto
hay que considerar que por cuestiones culturales en México la calidad se ha
considerado como un lujo y se ha abusado de su uso solo como una estrategia de

marketing (Arellano-Gajon, 2008; Vargas-Morales y col., 2010).

Afortunadamente en los Ultimos afios ese enfoque ha empezado a cambiar, los
laboratorios clinicos se preocupan cada vez mas por otorgar confianza en los
resultados que reportan y se esta desarrollando una tendencia muy fuerte hacia la
busqueda de la acreditacion de todas sus actividades. Desde el 2005 la EMA ha
otorgado la acreditacion bajo la norma NMX-EC-15189-IMNC (homologa a la norma
ISO 15189) y en la actualidad se ha logrado acreditar a 81 laboratorios clinicos y 4
bancos de sangre en el pais. Cuando se compara este monto con los mas de 12mil
laboratorios clinicos que se tienen registrados en México, es notorio que aun queda

mucho camino por recorrer, pero hay que tomar en cuenta que lograr la acreditacion
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de un laboratorio no es una tarea sencilla e involucra una inversion de tiempo y dinero
considerable. No obstante un laboratorio clinico puede iniciar su camino hacia la
mejora continua evaluando los parametros de verificacion de sus métodos de
analisis, de la misma forma que se evallan para realizar un proceso de acreditacion
basandose en las guias que la EMA, el CENAM vy otros autores han desarrollado
para este fin (EMA, 2014).

Evaluar los parametros de verificacion de los métodos de analisis de un laboratorio
clinico es sumamente importante debido a que los resultados obtenidos reflejan la
capacidad del método en cuestidén para ser usado en la rutina de ese laboratorio, y
ya que las determinaciones de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero sanguineo
son algunos de los estudios que se solicitan con mas frecuencia, realizar la
evaluacion de las metodologias que se emplean en esas determinaciones se vuelve
una tarea practicamente obligatoria, que beneficia no solo al personal del laboratorio,

sino sobre todo a la comunidad usuaria de sus servicios (Guglielmone y col., 2011).

Como primer paso se desarrollé un analisis de las condiciones funcionales del
laboratorio, previo a la evaluacion de los parametros de verificacion, el cual se basé
en los requisitos establecidos por el fabricante para obtener un 6ptimo rendimiento
del equipo, gracias a esta evaluacion se pudieron identificar ciertas circunstancias
gue podrian tener una repercusion negativa en los resultados posteriores, entre las
areas de oportunidad identificadas se encontrd que el equipo no estaba conectado a
un regulador de corriente eléctrica, por lo que no era posible mantener la estabilidad
constante del voltaje suministrado al instrumento, lo cual es de vital importancia sobre
todo en el area donde se realiza la medicion debido a que un cambio en la intensidad
de la luz emitida genera alteraciones criticas sobre el resultado, el uso de un
regulador eléctrico también disminuye los dafios en los circuitos provocados por

descargas eléctricas espontaneas, alargando la vida util del equipo.

Adicionalmente se detectdé que el laboratorio clinico evaluado no cuenta con un

sistema regulador de temperatura y humedad por lo que estas condiciones estan en
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constante cambio a lo largo de la jornada de trabajo, la regulacion de estos dos
factores ambientales es importante debido a que afectan directamente el rendimiento
del equipo que esta programado para trabajar bajo ciertas condiciones. El fabricante
indica un rango de temperatura de operacién entre 15°C y 30°C, al observar el
registro de temperaturas en un dia normal de trabajo se observa que
aproximadamente alrededor de las 13:00 horas se supera la temperatura permitida
y ya no es posible operar el instrumento de manera normal, por lo que todas las
determinaciones del area de quimica clinica deben realizarse por la mafiana para
evitar problemas de sobrecalentamiento del instrumento y prevenir de esta manera
gue la temperatura externa supere la capacidad del equipo para regular su
temperatura interna principalmente en las areas de incubacion y almacenamiento de
las laminillas reactivas. De la misma forma, al no tener un adecuado control, la
variacion de los niveles de humedad del laboratorio podria superar la capacidad del
analizador para regular su humedad interna, con lo que ademas de generar un costo
extra por la compra de desecantes y humidificadores, el aumento de la humedad
puede generar un desgaste en los componentes metalicos del analizador y disminuir
el periodo de estabilidad de los reactivos contenidos en las laminillas (Ortho Clinical
Diagnostics, 2004).

Otro factor a considerar es que el laboratorio no contaba personal que se dedicara
exclusivamente al uso del analizador y en ocasiones tenian acceso al él personas
gue no estaban lo suficientemente capacitadas para su uso, por lo que no era posible
mantener un adecuado registro de errores y control de cambios sobre el analizador.
Al finalizar el andlisis preliminar se logro corregir estos factores, se compro e instalo
un regulador de corriente eléctrica y se capacitdé a personal designado para el uso
correcto del instrumento, ademas se delimitd un horario para realizar las

determinaciones del area y asi evitar errores por efecto de la temperatura.

Una vez optimizadas las condiciones del laboratorio se procedid a realizar la
evaluacion de la linealidad de los métodos para la cuantificacion de glucosa,

colesterol y triglicéridos. Segun los resultados obtenidos y realizando una
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comparacién de los mismos contra el criterio de aceptacion que emite la EMA en su
guia para la validacion y verificacion de métodos analiticos en el laboratorio clinico,
el cual indica que el valor del coeficiente de correlacién obtenido de la evaluacion de
la linealidad de un método debe ser mayor o igual a 0.9900, y en base al porcentaje
de error total permitido por CLIA para la determinacién de cada analito (glucosa 10%,
colesterol 10% y triglicéridos 25%), es posible declarar lo siguiente: Los métodos de
guimica seca son lineales en un intervalo de 35 a 600mg/dL para la determinacion
de glucosa, de 60 a 343.5mg/dL para colesterol y de 35 a 500mg/dL para triglicéridos,
bajo las condiciones de trabajo del laboratorio clinico evaluado. Debido a que el
porcentaje de error (10.28%) obtenido en el tltimo nivel de concentracion (450mg/dL)
de la evaluacion de colesterol supera el porcentaje de error total permitido para este
analito, no se puede considerar como parte del intervalo reportable, sin embargo los
cuatro niveles de concentracion restantes son suficientes para realizar la evaluacion.
Los intervalos reportables de los métodos para la determinacion de los tres analitos
son amplios e incluyen los niveles normales de referencia y los niveles de decision
clinica, ademas son muy similares a los reportados por el fabricante (20 a 625mg/dL
para glucosa, 50 a 325 para colesterol y 10 a 525mg/dL para triglicéridos) (CENAM,
2008).

El siguiente parametro que se evalué fue la precisién de los métodos analiticos para
la determinacion de cada analito. Los criterios de aceptacion para la precision de un
método segun la EMA estipulan que el porcentaje de error obtenido debe ser menor
o igual a un cuarto del error total permitido por CLIA para la evaluacion intraserial
(consecutiva en un solo dia) y menor o igual a un tercio del error total permitido para
la evaluacién interserial (en dias consecutivos). De acuerdo con lo anterior el
coeficiente de variacion obtenido de la evaluacion de la precision de los métodos
para la determinacion de glucosa y colesterol deberian ser menor a 2.5% (intraserial)
y 3.33% (interserial); mientras que para triglicéridos los criterios a aplicar son 6.25%
(intraserial) y 8.33% (interserial) (CENAM, 2008).
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Ya que ninguno de los resultados obtenidos en la evaluacion de la precision de los
tres métodos es mayor a sus respectivos criterios de aceptacion, tanto de la precision
intraserial como de la interserial, se puede aceptar que los métodos para la
determinacién de glucosa, colesterol y triglicéridos son precisos bajo las condiciones

de trabajo del laboratorio clinico evaluado.

Para realizar la evaluacion de la veracidad de los métodos estudiados se decidio
optar por el método de valoracion de un material de referencia debido a que es mas
rapido a diferencia del método que requiere de la participacion en un programa de
comparacién entre laboratorios (el cual requiere 6 meses de participacion), e
involucra céalculos méas sencillos respecto a la comparacion con un método de
referencia ademas de que no requiere de la intervencion de otro laboratorio para
realizar la evaluacion; también hay que mencionar que un material de referencia
realmente tiene un valor determinado del analito en la muestra y no se maneja solo

como una comparacion entre varios resultados (Gella-Tomas y col., 2010).

Para el caso de glucosa y colesterol se utiliz6 un material de referencia certificado
suministrado por el CENAM, mientras que para el caso de triglicéridos se evalué un
calibrador con trazabilidad hacia el material de referencia SRM 1951 certificado por
el Instituto Nacional de Patrones y Tecnologia (NIST) debido a que el material de
referencia del CENAM no indicaba un valor para triglicéridos. De acuerdo con los
criterios establecidos por la Comision de Metrologia y Sistemas Analiticos de la
SEQC, un error sistematico (asociado a la veracidad del método) es aceptable y
puede ser despreciado cuando es inferior o igual a una quinta parte del error total
permitido. Segun esto el criterio a aplicar para glucosa y colesterol es un porcentaje
de error menor o igual a 2% y para triglicéridos menor o igual a 5% (Gella-Tomas y
col., 2010).

Al comparar los resultados obtenidos con sus respectivos criterios solamente el
meétodo para la determinacion de glucosa supero la prueba de veracidad, ya que los
resultados de la evaluacion de los métodos para colesterol y triglicéridos son de
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22.1% y 7.76% respectivamente, ambos mayores a sus criterios de aceptacion. Sin
embargo la evaluacién del error total que involucra el efecto del error aleatorio
(precision) y del error sistematico (veracidad) es lo que nos indica realmente el grado
de competencia técnica de los métodos evaluados. Al observar los gréaficos de
decision del método de glucosa vy triglicéridos se observa que el punto operativo
(correspondiente a sus respectivos resultados de precision y veracidad) se encuentra
en el area de métodos de “Clase mundial” lo que sehala que ambos métodos son
aptos para su uso en la rutina del laboratorio bajo sus propias condiciones de
operacion, no obstante el punto operativo del método para la determinacion de

colesterol se encentra en el area de los métodos “Inaceptables”.

Los métodos de glucosa vy triglicéridos implementados por el laboratorio clinico
evaluado proveen una calidad analitica de clase mundial y se pueden aplicar y
controlar facilmente usando 2 controles por cada corrida analitica y aplicando limites
de £3.5 desviaciones estandar en sus graficos de control, mientras que el método de
colesterol, bajo las condiciones del laboratorio, no otorga la calidad necesaria para
cumplir con los requisitos que le permitan mostrar un desempefio aceptable incluso
si se esta trabajando perfectamente, la calidad analitica del método de colesterol se
podria comparar con los métodos de tamizaje encontrados en farmacias y

supermercados (Westgard, 2013).

El porcentaje de error tan grande obtenido en la evaluacién de la veracidad del
método para la determinacién de colesterol es lo que provoca que su punto operativo
se situé en dicha posicion, esta desviacion puede atribuirse a situaciones como: una
calibracion deficiente o la degradacion de los reactivos en las laminillas de reaccion
y en segunda instancia podria estar involucrado el propio sistema del analizador a
nivel de lectura e interpretacion de la informacion correspondiente a la determinacion

de colesterol.

Por ultimo se realizo la estimacion de la incertidumbre de los métodos en base a los

unicos dos componentes que combinados son los causantes de la incertidumbre en
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la medicion (debido a que se trata de un analizador automatico con sistema cerrado)
los cuales son la incertidumbre propia del calibrador (componente tipo A) y la
imprecision interdiaria de las mediciones (componente tipo B), en base a esto se
calculo la incertidumbre expandida obteniendo los siguientes resultados para los
métodos estudiados: glucosa +5.18%, colesterol £4.9% vy triglicéridos £3.34%. Los
resultados de la incertidumbre para cada método se calcularon en porcentaje con la
finalidad de poder aplicar dichos factores a todos los resultados obtenidos con el
instrumento en el periodo de calibracion concordante con los datos de la precision
interdiaria que se utilizaron para el calculo, cada resultado refleja un intervalo,
alrededor del valor reportado, en el cual se encuentra el resultado verdadero atribuido
al analito. Debido a que el método para la determinacion de colesterol resulté ser
inaceptable, el resultado obtenido de su incertidumbre no puede ser aplicada los
resultados producidos hasta que se mejoren sus condiciones de veracidad para que
sean representativos (Pérez-Castorena y col., 2002).

Para finalizar, el analisis de los resultados obtenidos le permitira al laboratorio clinico
evaluado darse cuenta de la situacion actual de los métodos que esta empleando
para reportar resultados a sus pacientes, y tomar las medidas correctivas necesarias
para mejorar la calidad analitica de sus resultados; esta mejora no solo beneficiara a
sus pacientes al obtener resultados mas confiables, también guiara al laboratorio en
la direccion correcta para realizar los procesos de verificacion y acreditacion de sus
metodologias ante las entidades correspondientes, permitiéndole asi participar
activamente en un nivel mas estricto de intercambio de servicios que se esta

exigiendo en el mercado globalizado.
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7. CONCLUSIONES

Se realiz6 la evaluacion de los pardmetros de verificacion de los métodos de quimica
seca para la determinacion de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero sanguineo
bajo las condiciones de trabajo del laboratorio clinico evaluado. Los resultados

obtenidos permiten concluir lo siguiente:

El método para la determinacion de glucosa resultd ser lineal en un intervalo
aceptable de 35 a 600mg/dL, es preciso y veraz y la incertidumbre asociada a las
mediciones que se realizan con este método es de +5.18% sobre el resultado
obtenido. La calidad de los resultados que se emiten con este método es de “clase

mundial” por lo que tiene un desempeno analitico aceptable.

El método para la determinacion de colesterol resultd ser lineal en un intervalo
aceptable de 60 a 343.5mg/dL, es preciso pero no veraz bajo las condiciones de
trabajo del laboratorio en que se realizaron las mediciones, y al no obtener un grado
aceptable de veracidad, la incertidumbre expandida calculada para este método no
es aplicable a los resultados obtenidos, el método resultd tener un desempefio
analitico inaceptable por lo que hay que trabajar en mejorar su veracidad.

El método para la determinacion de triglicéridos resulto ser lineal en un intervalo de
35 a 500mg/dL, es preciso pero no veraz, sin embargo el efecto combinado del error
sistematico y aleatorio indica que su calidad analitica es de “clase mundial” por lo
gue su desempeiio es aceptable, y tiene una incertidumbre asociada a los resultados
de 3.34%.

Es necesario tomar medidas para mejorar la competencia técnica del método para la
determinacion de colesterol antes de seguir usandolo para reportar resultados a los
usuarios del laboratorio, y se debe vigilar el desempefio de los métodos para la
cuantificacion de glucosa vy triglicéridos con la finalidad de mantener y si es posible
mejorar su rendimiento analitico. Adicionalmente es recomendable que el laboratorio

evaluado comience a registrar los resultados de sus controles en graficas de Levey
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Jennings para realizar el andlisis del comportamiento de todos sus meétodos vy
comenzar a mejorar su desempefo aplicando metas analiticas cada vez mas
estrictas, todo esto le permitira al laboratorio desarrollar un plan estratégico de control

de calidad e incluso lo colocara en la via correcta para obtener su acreditacion.
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