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RESUMEN

La verificacion del rendimiento analitico del método por el cual son determinados
distintos analitos en el laboratorio clinico es un requisito esencial para el analisis
de muestras de pacientes. En este trabajo el objetivo fue Implementar la
determinacion de cobre mediante el ensayo Copper de Sentinel Diagnostics por
método colorimétrico en el sistema automatizado Atellica CH 930, usado en el

laboratorio clinico DIAGNOMED

Para ello se verifico el rendimiento de la determinacion de cobre mediante un
método colorimétrico en el sistema automatizado Atellica CH930 en el
Laboratorio Clinico Diagnomed S.A frente a las afirmaciones indicadas por el
fabricante (Sentinel Diagnostics) utilizando las directrices del protocolo CLSI
EP15-A3. El estudio fue realizado utilizando 3 niveles de control de calidad de
tercera opinién de BioRad®. Se establecid la configuracion de ensayos de canal
abierto de la determinacion de cobre en el sistema automatizado Atellica CH930
y posteriormente se llevd a cabo el estudio de verificaciébn de la precision y
estimacion del sesgo de la técnica utilizando cinco repeticiones de control de
calidad por cada nivel de control durante cinco dias. Con los resultados obtenidos
se calcularon las estimaciones de imprecision en forma de coeficiente de

variacion y fueron comparadas con las afirmaciones del fabricante siendo



aceptada la verificacion de la precision y se establecidé un requisito de calidad
siendo mediante este aceptada la verificacion de la estimacién de sesgo.
Finalmente se realizé un analisis de desempefio mediante un programa de

calidad externo mediante el cual se obtuvo un rendimiento analitico bueno.



ABSTRACT

Verification of the analytical performance of the method by which distinct analytes
are determined in the clinical laboratory is an essential requirement for the
analysis of patient samples. In this study, the performance of copper
determination by a colorimetric method in the Atellica CH930 system at
“Laboratorio Clinico Diagnomed S.A" was verified against the statements
indicated by the manufacturer (Sentinel Diagnostics) using the guidelines of the
CLSI EP15-A3 protocol. The study was performed using 3 levels of BioRad®
quality control. The configuration of open channel assays for the determination of
copper was established in the Atellica CH930 system and then the study of
verification of the precision of the technique was carried out using five repetitions
of quality control for each level of control for five days. With the results obtained,
the imprecision estimates were calculated in the form of a coefficient of variation
and were compared with the manufacturer's statements, the verification of the
precision was accepted, and a quality requirement was established, through
which the verification of the Bias estimate was accepted. Finally, a performance
analysis was carried out through an external quality program through which a

good analytical performance was obtained.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la validacion y calidad en el laboratorio clinico

El aseguramiento de la calidad implica monitorear y mantener la calidad a lo largo
de todas las fases del proceso de prueba, incluidas las fases preanaliticas,

analitica y la postanalitica (Rehnuma B. et al, 2015).

El Control de Calidad (QC) es el resultado de un largo proceso que se inicié en
la década de 1940, periodo en que se cuestiond la validez de los resultados
proporcionados por los laboratorios, confirmado por numerosos estudios que
evaluaban el desempefio entre laboratorios (Belk W & Sunderman F, 1988). Los
primeros ensayos de evaluacion de la calidad destinados a disefiar estrategias
encaminadas a mejorar su funcionamiento fueron desarrollados por Levey y
Jennings (1950), quienes propusieron la habituacion de los métodos de control
de calidad industrial empleados por Shewhart a los laboratorios clinicos,
transformandose en la primera prueba de la aplicaciéon de cartas de control en la

zona del laboratorio clinico. (Levey S &Jennings ER, 1950).



En 1952, Henry y Segalove proporcionaron muestras estandar y pacientes
duplicados para producir graficos de control inspirados en Levi y Jennings.
Inicialmente, los criterios de valoracion para evaluar el rendimiento del método
incluian reglas de control de +2s y * 3s; sin embargo, con el desarrollo y el uso
frecuente de analizadores de propésito general, se hizo evidente que la regla de
control de +2s producia una gran cantidad de resultados falsos positivos, por lo
gue comenzO a ser visto como una guia para los estados de "alarma" en lugar
de una regla de "control" (Henry RJ & Segalove, 1952). A fines de 1974, Haven
propuso agregar una regla de +22s, esta y otras reglas de control han sido
probadas por Westgard, quien también inici6é estudios estadisticos para calcular
dos propiedades distintas que determinan el desempefio del sistema de control
de calidad (Westgard JO. et al, 1977). En 1981 Westgard y colaboradores
describieron un procedimiento QC que incluia la aplicacion de un conjunto de
reglas adicionales. Dos reglas de deteccion de errores aleatorios (reglas de
control 13s y Ras) y tres reglas de deteccion de errores del sistema (22s, 41s y 10x).
Hoy en dia, el uso combinado de esta regla se conoce como el proceso de

multirreglas de Westgard.

En el caso de la calidad en la fase analitica, esta se encuentra determinada por
el método utilizado para este analisis, donde el requisito esencial que determina

la calidad de un método es su validez. La practica actual de laboratorio en todo



el mundo implica el uso de métodos validados por el fabricante (ISO, 2012). Aun
asi, existen claras diferencias en la calidad de las pruebas entre laboratorios;
esta diferencia puede explicarse por varias variables de error sistematico,
incluidos los procedimientos de QC, los procedimientos de mantenimiento de los
equipos (error instrumental) y los problemas de capacitacién (error personal)

(Rodriguez-Benavides G. & Blanco-Saenz R., 2001).

La implementacion de una nueva herramienta diagndstica en el laboratorio
implica determinar si los resultados derivados de su utilizaciébn seran
analiticamente confiables. Una alternativa para evaluar el desempefio de un
método es su validacion, la que conduce a determinar su error total. Este se
entiende como la méxima dispersién asociada a una medicion dentro del
laboratorio; una vez establecido, se compara con distintos requerimientos de
calidad, es decir, limites de concentracion definidos en términos de decision

clinica (F.J. Gella Tomas et al, 2011).

Después de seleccionar una metodologia apropiada basada en los requisitos de
cada laboratorio, la verificacién se convierte en una responsabilidad esencial del
laboratorio. Las Directrices del Clinical & Laboratory Standard Institute (CLSI)
proporcionan la trazabilidad necesaria para la verificacion de métodos en
laboratorios. De esta forma el protocolo CLSI EP15-A3 describe la estimacion de

3



la imprecision y del sesgo para los procedimientos de medicion cuantitativa del
laboratorio clinico utilizando un protocolo que se puede completar en tan solo

cinco dias (CLSI, 2014)

En Chile, el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), por medio del
Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia desde 1972
establece un programa de evaluacion externa de la calidad (PEEC) en las
diferentes areas de desempefio de laboratorios clinicos, con el propésito de

incentivar la mejora continua de la calidad de las prestaciones realizadas.

El marco legal para laboratorios clinicos sujeto al Decreto Supremo N°20 del afio
2011 de Reglamento de Laboratorios Clinicos, articulo 23, indica que “Los
laboratorios clinicos deberan disefiar sistemas de control interno para verificar
gue la calidad alcanzada es la especificada y deberan participar en programas
de control externo de calidad de la etapa analitica, de las areas de laboratorio en
las que otorguen prestaciones y que se encuentren disponibles”. Por otra parte,
los manuales que fijan los estandares de acreditacion, el manual estandar
general para prestadores institucionales de atencion cerrada y el manual
estdndar general para prestadores institucionales de atencion abierta,
establecen en el ambito servicios de apoyo laboratorio clinico (punto APL 1.4)
gue el laboratorio participa en un Programa de Control de Calidad Externo acorde

4



a la normativa vigente. Lo mismo ocurre con el manual que fija el estandar
general de acreditacion de prestadores institucionales de laboratorios clinicos en
el Ambito Gestién de Proceso (punto GP1.4), el que indica que el prestador
institucional participa en un Programa de Control de Calidad Externo acorde a la

normativa vigente.

Estos dos conceptos estan interrelacionados, y para obtener el reconocimiento
externo de la calidad se requiere un sistema de control de calidad interno
establecido y desarrollado para asegurar el mejor resultado de la evaluacién

(Valcércel & Rios, 2009).

En definitiva, la calidad externa depende de la calidad interna, por lo cual se debe
establecer el nivel de exigencia con el fin de asegurar resultados aceptables en

la evaluacion.

CLSI| EP15-A3: Verificacidon de usuario de precisidon y estimacion de sesgo

El protocolo del CLSI EP15-A3 esta disefiado para que los laboratorios verifiquen
gue sus métodos tengan un rendimiento equivalente al declarado por el

fabricante en sus especificaciones.



Esta guia proporciona un protocolo y un analisis de datos para verificar las
especificaciones operativas de un fabricante en condiciones de precision y
repetibilidad de laboratorio. Se caracteriza por describir el protocolo para
precision, basado en el analisis de cinco replicados sobre un material de control
durante 5 dias. Estas caracteristicas de desempefio estan definidas en EP 15-

A3 de la siguiente forma:

Repetibilidad (de los resultados de una medicién): Proximidad o consenso
entre los resultados de mediciones continuas del mismo mensurando realizadas
bajo las mismas condiciones de medicién. Es lo que se conoce como el concepto

de exactitud intra corrida o intraserie (BIPM, 2012).

Precisiébn intermedia de una medicion (intralaboratorio): Exactitud
obtenida en un definido tiempo; operadores, calibracion y lotes de reactivos
logrando cambiar dentro del mismo laboratorio y utilizando el mismo equipo

(BIPM, 2012).

Por otra parte, para la estimacién del sesgo se establece un periodo de
capacitacion para aprender a operar el sistema analizador, incluidos los
procedimientos de calibracion, mantenimiento y monitoreo (control de calidad
estadistico interno). Se debe tener en cuenta que se pueden seleccionar al
menos dos niveles de control con diferentes concentraciones, pero sus
concentraciones deben ser cercanas o iguales a los valores de importancia
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clinica. Del mismo modo, se requieren manuales 0 prospectos de reactivos del

fabricante cuando corresponda.

Luego sigue un plan de trabajo consistente en lecturas durante 5 dias con cinco

repeticiones.
A partir de estos datos se calcula, como proceso:

¢ Coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad: CVr

e Coeficiente de variacion en condiciones intralaboratorio: CVwL

De ese modo, el resultado de este proceso es comparable con: CVr del fabricante
o limite superior de verificacion para CVg, y con CVw. del fabricante o limite

superior de verificacion para CVw.r.

Por lo tanto, si los valores obtenidos por las mediciones son mayores a los del
fabricante, la verificacion se rechaza; caso contario se aprueba. Aun asi, al ser
rechazada, se pueden verificar los datos del proceso con el limite superior de

verificacion para CVwsr.



1.2 Analisis de desemperio

La participacion en un programa de calidad externo (EQA, por sus siglas en
inglés) le da al laboratorio una visién general de su desempefio en una prueba
en particular en comparacion con otros laboratorios que usan reactivos e
instrumentos similares o incluso diferentes (ISO 15189, 2012). El EQA mide la
precision del laboratorio utilizando muestras ciegas que se analizan como si
fueran muestras de pacientes. Los resultados se informan periddicamente al
organizador del sistema para su analisis estadistico. Luego, cada laboratorio
recibird un informe que compara su desempefio con los resultados de otros
participantes en el mismo programa. Estos gréaficos proporcionan una
confirmacion externa de los resultados del laboratorio y también son una
herramienta valiosa para el control interno de los procesos del laboratorio dando
asi certeza de un correcto informe de los resultados de cada paciente. Esto
genera beneficios para el laboratorio, los pacientes e incluso organismos de
acreditacion y/o reguladores donde entidades acreditadoras exigen dentro de los
requisitos estar adscritos a distintos programas de evaluacion externa de la
calidad. El uso de este tipo de programas como herramienta de control interno
no se limita a la investigacion de hallazgos inaceptables. El seguimiento de todos
los resultados (aceptados y rechazados) y la evaluacién constante del reporte
final con respecto a los reportes anteriores permite que el laboratorio identifique

sesgos Yy tendencias que, segun el tiempo, pueden conducir a rechazo de los
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resultados emitidos por el laboratorio, lo que resalta problemas potenciales y no
reconocidos relacionados con grandes errores aleatorios y fallas del sistema, o

incluso fallas operador (Sciacovelli L. et al, 2010).

De esta forma, el desempefio analitico es la capacidad del laboratorio clinico
para evaluar el proceso de control de calidad considerando la maxima exactitud
y precision permitidas, rango analitico, las interferencias, la repetibilidad del error
y el analisis del tiempo. Su célculo se puede obtener mediante metodologias

como: cartas OPSpecs, Sigma métrico y el error sistematico critico.

Cartas Normalizadas OPSpecs

Las cartas OPSpecs son una herramienta grafica que permiten correlacionar las
imprecisiones e inexactitudes del método con el QC necesario para lograr los
requisitos de calidad especificados para el método (Westgard JO. Et al. 1992).
Una Carta Normalizada OPSpecs muestra la relacion entre la calidad de prueba
requerida, la imprecision e inexactitud, el QC requerido para garantizar que la
calidad sea alcanzable en cada andlisis, y muestra la imprecision permisible en
el eje Y para la imprecision de coordenadas, asi como los limites operativos
correspondientes a diferentes bases y diferentes nUmeros para las medidas de

control.



Sigma Métrico (SM)

Es una medida que relaciona la tolerancia maxima especificada para un proceso
con el rendimiento analitico de ese proceso y la frecuencia probable de defectos.
Este representa la capacidad del proceso y, con base en el modelo "six sigma",
calcula el numero de desviaciones estandar o "sigma" que se encuentran dentro
de los limites de tolerancia especificados para cada proceso. Por lo tanto, cuanto
mayor sea el nimero de "sigma" dentro de los limites aceptables, habr4 menos
resultados no conformes que permiten verificar el funcionamiento de un analisis
para un proceso de medicién determinado. Para realizar el calculo de sigma
métrico del método asociado al analito que se esta determinando, se debe aplicar

la siguiente formula:

%TEa — %Sesgo
%CV

Sigma métrico =

Donde %TEa es el Error total permitido entregado por el criterio de calidad,
%Sesgo es la medida del sesgo entregada por resultado del control de calidad
externo y %CV es el coeficiente de variacion entregado por el control de calidad

interno.

Error sistematico critico (AEScrit)

Esta metrologia corresponde a la magnitud del error sistémica clinicamente

significativa que debe ser detectada por el proceso de calidad para cumplir y
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mantener los requisitos de calidad especificados. El error sistematico critico nos
indica el tamafo del error que se debe detectar en el proceso de control de
calidad y esta directamente relacionado con el sigma métrico, lo que supone un
complemento del desempefio de la capacidad del proceso en términos de
nameros sigma. De esta forma, con una alta capacidad de proceso, los errores
gue causan resultados defectuosos son grandes y seran facilmente detectados
por el procedimiento de control de calidad, al contrario, cuando la capacidad del
proceso es baja, los errores que deben ser detectados se hacen mas pequefios,
lo que requiere mejorar la capacidad de deteccion del procedimiento de control
de calidad. Para calcular el error sistematico critico relacionado con el analito a

determinar, se aplica la siguiente férmula con un 95% de confianza:

%TEa — %Sesgo>

AEScrit = ( %CV

Donde Z, es un valor que especifica una tasa méaxima de defectos con la cual
una corrida analitica debe ser rechazada. El valor Z se suele establecer como

1,65.
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1.3 Cobre y su homeostasis

El Cobre, es un elemento traza esencial en los sistemas biol6gicos donde puede
estar presente en ambos estados de valencia +1 y +2, por lo tanto, su funcién
principal involucra reacciones de oxido-reduccion actuando como cofactor para
la transferencia electrénica de diversas cuproenzimas como en el caso de la
ferroxidasa-1 comunmente conocida como ceruloplasmina (transportador de
cobre), citocromo-c oxidasa (transporte de electrones), superoxido dismutasa de
zinc-cobre (defensa antioxidante), dopamina-b-hidroxilasa (pigmentacion de la
piel) dopamina-mono-oxigenasa (sintesis de neurotransmisores), lisil oxidasa
(reticulacién del colageno, formacion de hueso), tirosinasa (produccién de
melanina), entre otras (Fernandez MD. 1998). De esta forma, el cobre interviene
en importantes procesos como la oxidacion del hierro, la respiracion celular, la
eliminacién de radicales libres, la biosintesis de catecolaminas y melanina, asi
como la formacion de tejidos conectivos y la flexibilidad de los vasos sanguineos,
procurando una presion arterial favorable (Alarcon, OM. et al. 2003). Por otra
parte, cuando el cobre se encuentra en exceso genera radicales libres altamente
toxicos (Mejia O. et at, 2006) y reduce la proliferacion celular (Royer A. &

Sharman T.,2021).
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Al igual que el resto de los minerales que se encuentran en los seres Vvivos, el
cobre no puede ser sintetizado por estos y solo puede obtenerse a través de los
alimentos y el agua. Los alimentos en que lo podemos encontrar son variados;
pero principalmente esta contenido en cereales, frutos secos, legumbres, frutas,
higado, mariscos y algunos alimentos como el chocolate o el vino tinto
(Feoktistova |. & Clark Y. 2018). En el caso del agua, la cantidad recomendada
de cobre que debe contener el agua potable segun la Organizacion Mundial de
la Salud es de 2 mg por litro. Ahora bien, factores pueden aumentar el nivel de
cobre, como el pH al que este se encuentra, si el medio en el que se transporta

contiene cobre (tuberias), o si se trata de agua sin tratar (Araya et al. 2009).

Los niveles de cobre normales en el organismo varian a medida que las personas
crecen, en neonatos de 0-2 meses:40-140 pg/dL, de 3-6 meses: 40-160 pg/dL,
de 7-9 meses: 40-170 pg/dL, de 10-12 meses: 80-170 pg/dL, en nifios de 13
meses-10 afios: 80-180 ug/dL, adolescentes de 11-17 afios: 75-145 pg/dL y en
hombres adultos 73-129 ug/dL, mientras que en mujeres adultas 77-206 pg/dL
(Santos. et al, 2018). Al igual que los niveles normales de cobre, los
requerimientos diarios de cobre que necesita el cuerpo también aumentan, por
lo que la cantidad diaria recomendada de este oligoelemento es de 350 pg/dia

para nifios de 1 a 3 afios, 450 pg/dia para personas de 4 a 8 afos, 890 ug/dia
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para adolescentes de 14 a 18 afios, mientras que para personas mayores de 18

afos esta cifra se eleva a 900 pg/dia (Garcia-Gabarra A. et al. 2017)

Los niveles séricos altos de este elemento se han asociado con toxicidad y, de
manera inespecifica, con infeccion, dafo hepatico, colestasis e insuficiencia
pancreética exocrina. Su deficiencia puede dar lugar a hipopigmentacion y
anemia microcitica, trastornos neuroldgicos, defectos en la queratinizacion,
formacion y osificacion del cartilago, anomalias en la pigmentacién de la piel,
entre otros (Yu L. et al. 2019). También se asocian con el cobre: enfermedad de
Wilson (incapacidad para secretar cobre unido a ferroxidasa en el higado),
cirrosis biliar primaria, enfermedad de Menkes (defecto hereditario en el

transporte y almacenamiento de cobre) (Mehri A. 2020).

La principal transportadora de cobre plasmatico se refiere a una proteina,
considerando su reaccion electroforética, de tipo a-2 globulina llamada
ceruloplasmina. Esta proteina transporta practicamente la totalidad del cobre en
la sangre, cerca de un 90%, ya que el resto de este oligoelemento es
transportado por otro tipo de proteina denominada albumina (Rodriguez Ferrer,
2011). La ceruloplasmina se desarrolla en el higado, mas concretamente en los
hepatocitos, a modo de cadena polipeptidica simple, se secreta como a-2-
glucoproteina en el plasma (Aguilar Cordero, M2. 2011). Sin embargo, también
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puede ser igualmente sintetizada por células integrantes de otros tejidos, como
monocitos, astrocitos y células de Sertoli (Fox PL. 2000). La excelente
concordancia entre el nivel de cobre sérico y la cantidad de su proteina
transportadora, la ceruloplasmina, convierte a esta en un marcador muy eficaz

del estado de cobre en el organismo. (Gonzalez, HF, & Visentin, S. 2016).

Se ha descubierto que varios componentes que se encuentran naturalmente en
los alimentos afectan la absorcion de cobre en el intestino y aumentan o
disminuyen la biodisponibilidad del cobre (Calton JB., 2010). Ademés de una
dieta baja en cobre, que parece aumentar la eficiencia de absorcion del cobre, el
otro factor dietético importante que mejora la biodisponibilidad del cobre es el

alto consumo de proteinas (Khaghani, S. et al, 2010).

El cobre, tras ser ingerido mediante la dieta, se absorbe principalmente en el
estbmago y el duodeno, penetrando en la mucosa intestinal mediante difusiéon
pasiva (Mejia O. et at, 2006). El estdmago facilita su liberacion a través de los
alimentos y el agua debido a su pH acido. La forma quimica en que se encuentra
el cobre en el lumen intestinal influye mucho en su absorcion, cuanto mayor sea
la solubilidad de la molécula, mas eficaz sera la absorcién. El pH gastrico juega
un papel importante para facilitar la disolucibn de cobre y regular las
interacciones con los ligandos y otros componentes del bolo. Los factores que
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reducen la absorcion de cobre reducen la solubilidad intestinal de este mineral
y/o compiten con el transporte de cobre a través de la mucosa. Las proteinas
animales, la leche materna y la histidina favorece la absorcion de cobre. En
contraste, la leche de vaca, fitatos, fructosa, acido ascorbico, Zn, Fe, Ni y Mo

tuvieron efectos inhibidores (Lonnerdal B., 1998).

El cobre se transporta a través de la vena porta unido a la albumina, la
transcupreina y los aminoacidos, principalmente la histidina, donde es dirigido
hacia el higado, su principal 6rgano homeostético, donde se acumula por medio
de los hepatocitos, de manera controlada mediante las proteinas Copper
transporter (Gupta, A., & Lutsenko, S. 2009), para luego ser distribuido en el
organismo por la ceruloplasmina. Cualquier exceso de cobre no exportado por
los enterocitos se une a la metalotioneina, que actia como una proteina de union

a metales intracelular (Arredondo & Nufez, 2005).

El exceso de cobre en el cuerpo se elimina a través del tracto gastrointestinal a
través de la bilis devolviéndolo a los intestinos y se excreta en las heces con una
pérdida diaria estimada de cobre de 2 a 3 mg, la orina también actia como medio
de excrecion de este mineral, aunque por ella solo se pierde un 3% del total

excretado (Gonzéalez HF. & Visentin S. 2016).
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Trastornos asociados al metabolismo del cobre

La determinacion del cobre sérico es importante en el diagndstico de la
enfermedad de Wilson y el sindrome de Menkes, dos errores congénitos del
metabolismo del cobre, ademas, también se han detectado niveles anormales
de cobre sérico en pacientes con artritis reumatoide, embarazos anormales y

ciertos tipos de cancer (Jiménez-Diaz, M. et al. 2002)

Como se describié anteriormente, cuando se prescribe el diagndstico con
referencia a condiciones que involucran niveles elevados o deficientes de cobre
en el cuerpo, es necesaria una dosis sérica de este mineral. En la fisiopatologia
de este elemento encontramos que debido al aumento del contenido de cobre
en la sangre se produce la enfermedad de Wilson; la cual fue clasificada en 1912
por el neurdlogo britanico Samuel Alexander Kinnear Wilson como un trastorno
neuroldgico con deterioro progresivo de la perforacién hepéatica. (Solis Mufioz,
P., & Solis Herruzo, J. A. 2008). Esta enfermedad se caracteriza por una
acumulacion excesiva de cobre en varios tejidos, la que se produce por la
combinacion de dos mutaciones heterogéneas, ya que el cobre no puede
transferirse a la bilis y es acumulado en los hepatocitos (Miranda M & Venegas
P. 2002). Esta es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones

en el gen ATP 7B ubicado en el brazo largo del cromosoma 13, (Miranda M &
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Venegas P. 2002), lo que provoca cambios en la ATPasa 7B, que transporta el

cobre a través de la membrana del hepatocito hasta los polos biliares.

La enfermedad progresa hasta que se administra un tratamiento eficaz a tiempo,
lo que conduce a cirrosis y dafio nervioso alterado. Entre los principales signos
de la enfermedad se encuentran niveles elevados de transaminasas, sangrado
gastrointestinal y el anillo de Kaiser-Fleischer alrededor del iris, que se asemeja
a la acumulacion de cobre en el tejido corneal (Agudo R. et al. 2008). Para el
tratamiento se recomienda el uso de D-penicilamina, penicilamina, la trientina y
también las sales de zinc, los cuales actian como secuestradores de cobre que
impide su absorcion en el intestino, en algunos casos, también se recomienda

un trasplante de higado (Foruny, J. & Boixeda, D. 2010).

Contrario a la patologia anteriormente mencionada, se encuentra la enfermedad
de Menkes, la cual es causada por una alteracion en el metabolismo del cobre,
lo que provoca una deficiencia en el transporte de dichos micronutrientes a los
tejidos (Leiva J. & Palestini M. 2012). Este trastorno es causado por niveles
insuficientes o alterados de la proteina responsable del transporte de cobre
intracelular, ATP 7A. Por esta razon, los niveles de cobre en el cerebro y el
higado son demasiado bajos, mientras que en los rifiones y el intestino delgado
estos aumentan significativamente (Leon-Garcia G. et al. 2012). La enfermedad

18



esté ligada al cromosoma X, por lo que las mujeres son portadoras asintomaticas
y los hombres reproductores de sintomas (Garcia-Gonzéalez E. et al. 2017). En
los recién nacidos, los signos de enfermedad comienzan con hipotonia,
convulsiones y/o temperatura corporal baja. Con el tiempo, se desarrolla
microcefalia y el cabello se vuelve pobremente pigmentado y quebradizo
(Jiménez-Diaz, M. & Schosinsky-Nevermann, K. 2002). A nivel neuronal, la
materia gris en el cerebro y el cerebelo se dafia de manera progresiva y las
alteraciones arteriales pueden causar sangrado gastrointestinal o cerebral (Leiva

J. & Palestini M. 2012).

Para diagnosticar la enfermedad de Menkes, a menudo es necesario para
determinar el nivel de cobre en sangre, asi como la concentracion de
ceruloplasmina, ya que ambos son excesivamente bajos en este contexto y, por
lo tanto, estan indicados cuando se realiza el diagndstico. (Jiménez-Diaz, M. &

Schosinsky-Nevermann, K. 2002).

1.4 Métodos analiticos para la determinacion de cobre en suero

Para el diagnoéstico clinico de estos trastornos metabdlicos, asi como la
caracterizacion bioquimica de metaloproteinas y enzimas es indispensable un

meétodo sensible y especifico. Sin embargo, el analisis de cobre en suero y otros
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fluidos biol6gicos presenta ciertos obstaculos debido a que este metal se
encuentra en cantidades trazas por lo que necesita técnicas que presenten una
linealidad a bajas concentraciones (Jiménez-Diaz, M. & Schosinsky-Nevermann,
K. 2002). Existen diversas técnicas que los laboratorios utilizan para la
determinaciéon de niveles de cobre y otros oligoelementos trazas en muestras

sanguineas de pacientes las cuales se describen a continuacion

Espectrometria de absorcién molecular

Fue uno los primeros métodos de andlisis, desarrollado entre los afios 1950 y
1960, para medir las concentraciones de cobre en la sangre, aunque desde
entonces se han adaptado para su medicién también en la orina y los tejidos.
Este método se basa en la absorcién de un complejo de cobre (I y Il) con un
agente quelante. Entre estos, los mas utilizados son dietilditiocarbamato, 4,7-
difenil-1, 10-fenantrolina, 2,9-dimetil-4,7-difenil-1, 10-fenantrolina
(batocuproina), bisciclohexanonaoxalil dihidrazona (cuprizona) y
oxaledihidrazona. Los dos ultimos tienen la mayor sensibilidad analitica (mayor
absorbancia molar) pero se debe tener especial cuidado con las condiciones
analiticas debido a su mayor susceptibilidad a la contaminacién. El método de la
batocuproina es el mas especifico, manteniendo una sensibilidad analitica

aceptable. (Pérez, E. 2013)
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Espectrometria de absorcion atdmica de llama

Se basa en el hecho de que la energia de la llama de aire/acetileno hace que los
atomos de cobre en la solucion estén en estado fundamental y, por lo tanto,
pueden absorber la radiacion de 324,7 nm de la lampara de catodo de cobre
hueco. La absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de cobre
en la solucién (ley de Lambert-Beer-Buger). Con esta técnica se puede medir la
concentracion o contenido de cobre en suero, orina y tejidos (Soltero D. et al,

2009).

Colorimetria

El principio del método (como se muestra en la figura 1) se basa en un sistema
tampon pH 4,7 donde el cobre se libera de su proteina transportadora, la
ceruloplasmina, y forma con el complejante especifico 3,5-DiBr-PAESA [4-(3,5-
Bromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfopropil) anilina] un complejo coloreado
estable donde la intensidad de este complejo a una longitud de onda de 580 nm

es proporcional a la concentracion de cobre de la muestra (Abe A. et al, 1989).
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Figura 1.1. Reaccion del ensayo segun el método 3,5-DiBr-PAESA. En un

sistema tampon pH4.7, el cobre se libera de su proteina portadora, la
ceruloplasmina, y forma con el complejante especifico 3,5-DiBr-PAESA [4-(3,5-
dibromo-2-piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfopropil) anilina] un complejo coloreado
estable. La intensidad del color de este complejo es proporcional a la cantidad
de cobre en la muestra. Elaboracién propia basada en el principio de la reaccién

colorimétrica.

Voltametria de disolucién anédica

Este método se basa en la deposicién por reduccion de iones de cobre en forma
de cobre metalico sobre un anodo (electrodo de mercurio). Luego, el potencial
se vuelve mas positivo y este cobre se vuelve a disolver (re-oxidar) nuevamente
en la solucion, produciendo una corriente proporcional a la concentracion de

cobre en la muestra (Romero B. et al, 2019)
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El laboratorio clinico ejerce un importante rol en el diagnostico y seguimiento de
sindromes y enfermedades relacionadas con el aumento y descenso de los
niveles de cobre en el organismo; entre las que destacan la enfermedad de
Wilson, la enfermedad de Menkes, el sindrome del cuerno occipital y la cirrosis
biliar primaria. De esta forma, el laboratorio tiene la responsabilidad de
establecer procedimientos de medida de cobre sérico y urinario adecuados. Para
evaluar el estado funcional de cobre del organismo se han propuesto diversos
métodos indirectos (como la medida de la actividad catalitica y/o masa de
enzimas como la ferroxidasa, actividad de la superoxido-dismutasa o la
citocromo-c oxidasa) y directos (concentracion de cobre en suero). En el caso
del laboratorio clinico Diagnomed, actualmente no existe un ensayo para la
determinacion de cobre sérico, por lo que se hace necesario su implementacion
sujeta al protocolo CLSI EP15-A3y asi aportar al diagndstico temprano y certero

de enfermedades relacionadas con desequilibrios en la homeostasis del cobre.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el grado de cumplimiento del ensayo Copper de Sentinel Diagnostics
para la determinacion de cobre en el analisis de desempefio establecido por un
control de calidad externo y con la especificacion del protocolo CLSI EP15-A3 de
veracidad y precision, utilizando el sistema automatizado Atellica CH930 usado

en el laboratorio clinico DIAGNOMED?

4. HIPOTESIS

El ensayo Copper de Sentinel Diagnostics para determinacion de cobre sérico
implementado en laboratorio clinico Diagnomed cumple satisfactoriamente con
un analisis de desempefio y ademas con las especificaciones del protocolo CLSI

EP15-A3.
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5. OBJETIVO GENERAL

Implementar la determinacién de cobre mediante el ensayo Copper de Sentinel

Diagnostics por método colorimétrico en el sistema automatizado Atellica CH

930en el laboratorio clinico DIAGNOMED

25

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Establecer el procedimiento de configuraciébn para ensayos de canal

abierto para la determinacion del cobre en el sistema automatizado

Atellica CH930.

. Realizar la verificacién de precision y veracidad mediante el protocolo

CLSI EP15-A3 de la determinacion de cobre en el sistema automatizado

Atellica CH930.

. Comparar y establecer distintos criterios de calidad aplicables a la

validacion de la determinacion de cobre realizada en el sistema

automatizado Atellica CH930.

. Ejecutar un analisis de desempefio satisfactorio para la determinacion de

cobre.



7. MATERIALES Y METODOS

El Estudio se realizd en la seccion de quimica clinica del laboratorio clinico
DIAGNOMED S.A, se aplicara la verificacion del ensayo Copper de Sentinel
Diagnostics para la determinacion de cobre mediante un método colorimétrico,
mediante las pautas del CLSI EP15-A3 de precision y estimacion de veracidad

(CLSI, 2014).

7.1 Materiales

Analizador

El analisis se realiz6 en un autoanalizador Siemens Atellica Solutions,
(Analizador de inmunoensayo y quimica clinica), utilizando el canal abierto
(configuracion de ensayos que no son fabricados por Siemens Healthcare
Diagnostics Inc.) del médulo de quimica clinica CH 930. El analizador requiere
una configuracién previa para incorporar el ensayo de la determinacion de cobre
mediante el kit Copper de Sentinel Diagnostis. Esto debido a que a la alianza

entre Siemens Healthcare Diagnostics y Sentinel Diagnostics permite que el
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ensayo para determinacion de cobre se considere de canal abierto, los cuales
son ensayos en que el analizador es compatible con reactivos fabricados por

terceros y distribuidos por el fabricante del analizador.

Reactivos

El reactivo utilizado para la determinacion fue el Kit Cooper de Sentinel
Diagnostics “Determinacion colorimétrica directa sin desproteinizacion de la

concentracion de cobre (Cu) en suero y plasma”, Lote 10625, el cual incluye:

e Reactivo 1la (5 x 20 mL): Tampon acetato de concentracion 1.0 mol/L a un
pH 4.7.

e Reactivo 1b (1 x 10 tabletas): Acido ascérbico (agente reductor)

eReactivo 2 (1 x 21 mL): Complejante 3,5-DiBr-PAESA de concentracion 0,1
mol/L

e Calibrador (1 x 10 mL): Estandar de cobre 100ug/dL (15,73 mol/L)

Control de calidad utilizado como estandar verificable de 3ra opinién

Para la verificacion se utilizaron materiales de control comercial de BioRad®,
InteliQ Assayed Multiqual Control Lote 45900T en tres niveles de control, Nivel 1
(Lote 45901T) en un rango de 39,1-58,6 mg/dL, Nivel 2 (Lote 45902T) en un

rango de 56,4-84,5 mg/dL, Nivel 3 (Lote 45903T) en un rango de 73,9-111,0
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mg/dL. Cada nivel de control se fracciono en 5 alicuotas (una para cada dia de
proceso), a las cuales se le determind la concentracion presente en cada control,
realizando el andlisis por quintuplicado, obteniendo asi 25 determinaciones en

los 5 dias por cada nivel de control.

Andlisis de desemperio

Para el andlisis de desempefio se utilizara el kit “EQAS Clinical Chemistry
(Monthly) Program External Quality Assurance Services” de BioRad®, Lote
212000, el cual es preparado a partir de suero humano con quimicos agregados,
material bioquimico purificados (grupos humanos y animales) y estabilizadores.
Usando una pipeta volumétrica se debe llenar cada vial con 5,0 ml de agua
destilada, luego cerrar y dejar reposar la muestra a temperatura ambiente (18-
25°C) durante aproximadamente 20 minutos, revolviendo ocasionalmente. Se
recomienda por parte del proveedor no invertir la muestra si lo que se quiere
analizar son metales traza, ademas es fundamental que el agua de

reconstitucién no esté contaminada con estos elementos.

7.2 Métodos

Procedimiento de configuracibn para ensayos de canal abierto para la

determinacién del cobre en el sistema automatizado Atellica CH930
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Los ensayos de Canal abierto amplian las capacidades de los ensayos de
Siemens Healthineers y permiten configurar reactivos de terceros. Debido a la
alianza entre Sentinel Diagnostics y Siemens Healthcare Diagnostics, los
reactivos del Kit Copper pueden ser utilizados para la determinacion de cobre en

el sistema automatizado Atellica CH930.

Para que el kit sea compatible se debe acudir a la “guia de operacién de ensayos
de canal abierto del equipo” donde se explica la manera de proceder.
Primeramente, se debe ingresar a la configuracion del equipo, definicion de
prueba de canal abierto, debido a la alianza el ensayo de determinacién de cobre
(Cop, abreviacioén de la prueba en el equipo), en la configuracion de la prueba se
debera registrar y completar los parametros solicitados por el sistema tales
como, unidades de medida, cifras significativas, tipo de muestra, dilucién

correspondiente, intervalos de referencia (limites alto y bajo).

Posterior a la definicion del ensayo de debera configurar los reactivos para que
estos puedan ser compatibles con el sistema, indicando los volimenes de
reactivos en cada pocillo, la cantidad de determinaciones por reactivo y la

estabilidad de los reactivos en el equipo.
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Verificacion de la determinacion de cobre en el sistema automatizado Atellica

CH930

Con cada nivel de control se preparan 5 muestras de igual volumen a las cuales
seran procesadas por quintuplicado durante una vez al dia por 5 dias, se debe
procurar que las condiciones en las cuales se procesen las muestras durante los
dias deben ser similares con el fin de no aplicar factores externos que pueden
implicar diferencias de resultados. Los resultados obtenidos por cada nivel
ingresados en una planilla en formato Excel® (Anexo 13.4) con el fin de realzar

el analisis estadistico correspondiente.

Comparar vy establecer distintos criterios de calidad aplicables a la validacién de

la determinacion de cobre realizada en el sistema automatizado Atellica CH930

Mediante una busqueda bibliogréafica se definiran aquellos requisitos de calidad
gue incluyan la determinacion de cobre, estos seran comparados y de los cuales
se aprobara aquel en el cual el cobre sea aceptable de acuerdo con el error total

proveniente de los datos de la verificacién del ensayo.

Anélisis de Desempefio

Se evaluara el desempefio analitico de la determinacion de cobre en base a los

graficos: Error total critico, métrica Sigma, grafico de decisibn de método
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normalizado en base a los CV% obtenidos desde los resultados del programa de

calidad externo (EQAS).
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8. RESULTADOS

8.1 Procedimiento de configuracién para ensayos de canal abierto para la

determinacion del cobre en el sistema automatizado Atellica CH930

Los ensayos de Canal abierto amplian las capacidades de los ensayos de
Siemens Healthineers y permiten configurar reactivos de tercero, Asi la alianza
con Sentinel Diagnostics permite el uso del Kit Copper como reactivo para el

ensayo de cobre sérico en el sistema automatizado Atellica CH930.

Configuracién de los parametros del ensayo.

Los pardmetros del ensayo han sido predeterminados en el software del
instrumento, el laboratorio tiene la responsabilidad confirmar que estos
pardmetros son 6ptimos para el uso del laboratorio, en caso de no estar correctos
se debe comunicar con el proveedor del analizador. De esta forma se debe

revisar la definicion del ensayo indicando como se ve en la figura 8.1 :

e Nombre prueba/ ID: Cop

e Tipo de Prueba: Estandar

e Nombre de visualizacion e impresion: Cop
e Cadigo LIS: Cop
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Se reviso si los intervalos de medicion coinciden con los declarados por el
fabricante, el cual indica en el inserto del reactivo que el rango analitico es de
3,00 pg/dL a 500,0 ug/dL y la revision de la configuracion en caso de obtener un
resultado por encima del intervalo de medicion, considerando el factor de dilucion
y cantidad de muestra necesaria, siendo el volumen de muestra 25,0 ug/dL y un

factor de dilucién de 10,0.

Definicion de prueba Ajustes Cuentas
Lista de ensayos Filtrar Y =y
Definicion de prueba QM Ensayo Definicion Calculo wracion
n
4 (302 Identificacién del ensayo
Definicion de prusba IM
Ca (307)

Nombre eba/lD Ci
Proporciones, Paneles y HombNs P »
Fuera de sistema CA_2 (4041

Restaurar valores
predeterminados

Tipo de prueba  Standard
Orden de visualizacién delas  Cai (5050)
pruebas.

Carb (309)
i Intervalos de medicion
C: bierto
e Cenul (7054)
Suero Plasma
Definicién prueba de orden ~ Cn¢ (339) Codigo LIS Cop
LOING [37] Repetc cuanda quede tuera del niervalo de medida
Configuracién del donante ud
para HIL
Bajp 3,000
Ata (500,000
CLN20 (4028) General \on por debiejo del : St et
016 Volumen de " Factor de ou
CO2_c (2015) muestra L dilucion k

Configuracién por encima del intervalo de medicién
Volumen de 25 00
muestra

Factor de 10,00
ul dilucion 250

Cop (8011)

Estabiidad del analito 0
Crea_2(322)

Figura 8.1. Definicion del ensayo de cobre, tipo de muestra, intervalos de

medicion y criterios de dilucion en el sistema automatizado Atellica CH930.

Se establecieron las unidades de medicién para la concentracion del analito
siendo pg/dL e informando el resultado con 2 digitos tras el decimal.
Considerando que la determinacion no incluye el tratamiento de

desproteinizacion de la muestra se consideran como interferentes valores de
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bilirrubina sobre los 40 mg/dL, hemoglobina sobre los 300 mg/dL y lipidos sobre
los 1500 mg/dL asignando umbrales de rechazo de muestra siendo para
muestras hemolizadas umbral 3, para muestras ictéricas umbral 5 y para

muestras lipémicas umbral 5 (figura 8.2)

Definicion de prueba Ajustes Cuentas ‘1
Lista de ensayos Fitrar Y Rangos
Definicion de pruebaQM  Ensayo i Definicion Calculo Calibracion Configuracion de grupos.
de refiexion.
4 (302) General Avanzado
Definicién de prueba IM < R Condiciones de
T Factores de correlacién de comparacion de ensayos repaticibn
Uridades | ugrdL
Proporciones, Paneles y 9 | Restaurar valores
Fuera de sistema CA_2 (4041) S50 T
Digitos fijos ras decimal 2 | & ‘
Orden de visualizacién de las  Caif (8050) =
pruebas Gt |1.0000000 ‘
Carb (309)
Canal ablerto Indices de alerta de HIL .
~s Cerul (7054) c2
Activar Umbral
Definicion pruebade orden  CPe (339) cafo ‘
Hemoisis v/ 3
Configuracién del donante = — 5
ok CcK_L(321) ten [v]
e tpema [7] |5
GLN10 (4027,
CLN20 (4028)

Coc300 (337)
Cop (8011)

Crea_2(322)

Figura 8.2. Definicion de unidades de medidas y alertas rechazo de acuerdo con

el estado de la muestra lo que puede causar interferentes en la medicion.

La configuracion de la calibracion (figura 8.3.) establece para la calibracion del
cartucho una duracién de 30 dias, mientras que para la calibracion del lote se

establece una duracion de 41 dias.
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Definicion de prueba
Lista de ensayos.
Definicion de prueba QM
Definicion de prueba IM

Proporciones, Paneles y
Fuera de sistema

Orden de visualizacién de las
pruebas.

Canal abierto

Definicién prueba de orden

Configuracion del donante
para HIL

€4 (302)

Ca (307)
CA 2 (4041)
Caff (8050)
Carb (309)
Cerul (7054)
Che (339)
Chol_2 (314)
CK_L(221)
CL(312)
CLN10 (4027)
CLN20 (4028)

C02_c (2015

Coc150 (336)
Coc300 (337)
Cop (8011)

Crea_2 (322)

Deinicion Catculo
Genoral Acspiacion
Pedir calibraciones automaticamente
E Caducidad de la calibracion del lote (dias)
[/] cad. calib. cartucho (horas)

[] toevo tote

‘|
|| nstrucciones de uso cambi

[ ] Reatizar cc con caiibracion

1

Calibracion
cién de la verificacit

cion
dal intervalo de medicion
ntervalo de calibracién
Intervalo de calibracion de lote (dias)

Intervalo de calibracién de cartucho (dias)

Tipo de calibracion del cartucho

Estabilidad incorporada del calibrador (horas)
Refrigerado

No refrigerado

Rangos

Configuracién de grupos
de reflexion..

Condiciones de
repeticion
. Restaurar valores
4 predeterminados.
30
Completa

Figura 8.3. Definicibn de parametros de calibracion indicando los dias

estabilidad de la calibracién para el lote y el cartucho de reactivo.

Finalmente, como se observa en la figura 8.4. se debe establecer los valores de

referencia del ensayo, siendo considerado como valores normales aquellos

resultados entre 70 pg/dL y 155 pg/dL, valores bajos aquellos resultados

menores a 70 ug/dL y valores altos aquellos resultados mayores a 155 pg/dL.
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Datos de intervalo para Cop(ug/dL)

Referencia Comprobacion Delts

[

Nombre rar

Detalles

Chequeo

Afiadit rango

Rangos defindos
PLASMA

SERUM Mar

Reinicar intervalos.

Edad (dias)

,,,,,

Ao

Editar rango

Copiar rango

Efminar rango

Cerrar

Figura 8.4. Definicion de los valores de referencia indicando limite alto y bajo

Cualquier modificacién de estos parametros puede afectar el rendimiento de este
y otros ensayos en uso en el sistema y los valores de ensayo resultantes. Es
responsabilidad del usuario validar cualquier modificacion y su impacto en todos

los resultados del ensayo.

Estabilidad, almacenamiento y preparacion del reactivo

Los componentes del kit Copper deben ser almacenados a una temperatura de

2 a 8 °C, siendo estables hasta la fecha de caducidad del lote. El kit incluye:

e Reactivo 1a (5 x 20 mL): Tampdn acetato de concentracion 1.0 mol/L a un

pH 4.7.
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e Reactivo 1b (1 x 10 tabletas): Acido ascoérbico (agente reductor)

e Reactivo 2 (1 x 21 mL): Complejante 3,5-DiBr-PAESA de concentracion
0,1 mol/L

e Calibrador (1 x 10 mL): estandar de cobre 100ug/dL (15,73 mol/L)

e Plastico Tweezer (pinza)

La preparacion de los reactivos consiste en:

e Reactivo Cop R1: tomar 2 comprimidos del reactivo 1b utilizando
Gnicamente el plastico Tweezer (para evitar contaminantes) en un vial de
reactivo 1a y mezclar hasta que los comprimidos estén completamente
disueltos.

e Reactivo Cop R2 y Estandar: no requieren tratamiento previo

Debido a que los pocillos de reactivos del kit Copper no son compatibles con el
analizador, se debe utilizar los packs de reactivos vacios EMPTY 1y EMPTY 2,
segun lo declarado en el inserto “Sentinel Diagnostics, Folleto de la aplicacion

del ensayo Copper para el Atellica® CH Analyzer”.

De esta forma el volumen total (20 mL) del Reactivo Cop R1 (con los

comprimidos ya disueltos) se transfieren al pocillo 1 (W1) del pack de reactivo
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vacio EMPTYL1. Por otra parte, se deben tomar 7 mL del reactivo Cop R2 y

transferirlos al pocillo 1 (W1) del pack de reactivo vacio EMPTY2.

Posterior a la preparacion de los reactivos y siendo estos ya compatibles, se
procedi6 a cargar los reactivos en el analizador Atellica CH930, los cuales
mediante el reconocimiento del cddigo QR del recipiente del reactivo se debe
seleccionar en el equipo a que ensayo pertenece el reactivo, el lote de reactivo
y si este corresponde al reactivo Cop R1 o Cop R2 para ser estos reconocidos

por el analizador.

Calibracion

Teniendo la configuracion de la definicion del ensayo y cargados los reactivos en
el analizador, se realiza la calibracion del ensayo mediante el estandar incluido

en el kit Copper resultando la calibracion aceptada por el analizador.
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8.2 Especificaciones de calidad en base a Variabilidad Bioldgica para la

determinaciéon de Cobre

Con el fin de establecer el nivel de calidad del laboratorio clinico, este debe

alcanzar diversos criterios establecidos por las especificaciones de calidad. En

1974 se establecid en la Conferencia de Consenso Internacional de Estocolmo

un modelo jerarquico sobre las especificaciones de calidad, este modelo propone

recomendaciones con el fin de mejorar las prestaciones analiticas basado en 5

niveles (Kenny D, et al. 1999):
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Evaluacion del efecto de las prestaciones analiticas en los resultados
clinicos.
Evaluacion del efecto de las prestaciones analiticas en:

a. Datos basados en componentes de la variabilidad biologica.

b. Datos basados en el analisis de las opiniones de los clinicos.
Recomendaciones publicadas por profesionales de organismos expertos
(locales, nacionales o internacionales).
Objetivos aportados por organismos reguladores y organismos
evaluadores de la calidad externa.
Objetivos basados en recurrir al estado del arte:

a. Los demostrados con datos de controles de la calidad externa.

b. Los encontrados en publicaciones actuales sobre metodologia.



Debido a que la determinacién de cobre sérico es un analisis traza y de poca

frecuencia de implementacion en laboratorios clinicos, existen solo 3 organismos

gue actualmente entregan especificaciones de calidad para esta determinacion.

40

Gost (Rusia): El estandar estatal de la Federacion Rusa el cual establece
limites de errores permisibles de los resultados de las mediciones de
analitos en laboratorios de diagnostico clinico (Gost, 2018). Para la
determinacion de cobre en matriz de suero, Gost establece un error total
permitido (%TEa) de 8,40%.

RCPA: El Colegio Real de Patdlogos de Australasia ha desarrollado un
conjunto integral de especificaciones para el error permitido en
bioquimica. Estas especificaciones establecen para la determinacién de
cobre en matriz de suero (RCPA, 2021):

o Limite inferior, el cual genera un intervalo en relacion con el error
total permitido de + 1,6 umol/L en concentraciones menores a 20,0
pmol/L

o Limite superior, el cual genera un intervalo con relacion al error
total permitido de 8% en concentraciones mayores a 20,0 pmol/L

Variabilidad Biolégica (VB): La Federacion Europea de Quimica Clinica y
Medicina de Laboratorio (EFLM), establece una base de datos de
variacion bioldgica donde se evalla una serie de muestras un paciente
donde se observa una variacion entre los resultados de las muestras las

cuales se asocian a una variacion inherente desde un punto de vista



Tabla

homeostético (variacion biolégica intraindividual) y ademas evalia una
serie de mediciones de un mismo test en varios individuos donde se
observan destinos valores medios para el mismo test para cada uno de
los individuos en estudio denominado variacion biologica interindividual,
de esta forma en relacion a la variacion biologia intraindividual e
interindividual se establecen 3 especificaciones de calidad,
Especificaciones de la base de datos de variacién biolégica Optima,
Especificaciones de la base de datos de variacion biologica deseables y
Especificaciones de la base de datos de variacion biolégica minima,
siendo la VB minima la de menor exigencia y VB optima la de mayor
exigencia. La tabla 8.1 muestra las especificaciones de calidad para los
3 niveles de variabilidad biol6gica para la determinacion de cobre en

suero

8.1. Especificaciones de calidad de variacidbn biologica para la

determinacién de cobre en suero. CVi%: Coeficiente de variacion intraindividual,

CV%:

Coeficiente de variacion interindividual, CV (%): Coeficiente de variacion

como especificacién de calidad, B(%): Sesgo como especificacion de calidad y

TEa: Error total permitido como especificacion de calidad

Analito
(Matriz)

Variacion Especificacion Especificacion Especificacion
Biolbgica minima deseable Optima

CVi| CV | CV | B | TEa [ CV | B | Tea | CV | B | TEa
) | (0) | %) | (%) | () | (%) | (%) | () | (%) | (%) | (%)
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Cobre (S) | 7,5 13,2 | 5,63 | 5,70 | 1483 | 3,75 | 3,80 | 9,89 | 1,88 | 1,90 | 4,94

8.3 Estudio de Precision (repetibilidad e intercorrida) segun protocolo

CLSI EP15-A3

La Verificacibn de la precision por parte del usuario, se da contra las
especificaciones operativas publicadas por el fabricante y/o las especificaciones
de calidad analitica adoptadas por el laboratorio. El laboratorio debe evaluar la

precision del procedimiento analitico bajo dos condiciones:

e Precision en condiciones de repetibilidad.

e Precision en condiciones de precision intermedia o intralaboratorio

Para la precisibon en condiciones de repetibilidad, debemos tener en
consideracion la utilizacion del mismo procedimiento de medida, el mismo
laboratorio, el mismo equipo, el mismo operador, el mismo reactivo (lote y
envase) y la misma calibracion, y repeticiones en un intervalo corto de tiempo
(dentro de una corrida analitica). Es lo que se suele denominar precision
intracorrida o intraserie, en cuyo caso las variables que pueden generar

dispersion en los resultados son muy limitadas.
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Para la precision en condiciones de precision intermedia o intralaboratorio
debemos tener en consideracion la utilizacién del procedimiento de medida, el
mismo laboratorio, el mismo equipo, el mismo operador 0 no y repeticiones en
un intervalo prolongado de tiempo. Es muy importante especificar que, durante
un largo periodo de tiempo, hay mas variables que pueden generar dispersion
de los resultados, como cambios de lote de reactivos, calibraciones, cambios en
las condiciones ambientales, mantenimiento y reparaciones. Segun lo declarado

por la Guia del CLSI EP15-A3:

e Para Repetibilidad se debe procesar cada material de control por
quintuplicado (5 réplicas diarias), durante cinco dias. A partir de estos
resultados vamos a calcular el coeficiente de variacién en condiciones de
repetibilidad (CVR).

e Para Precision Intermedia, se debe procesar cada material de control por
quintuplicado durante cinco dias. A partir de estos resultados vamos a

calcular el coeficiente de variacion intralaboratorio (CVwi)

Seguimos un enfoque paso a paso para verificar la precision. La precision se
evaluo utilizando tres niveles (Nivel 1, Nivel 2 y Nivel 3) de material de control de
calidad “InteliQ Assayed Multiqual Control” de Bio-Rad. Las estimaciones de
precision se obtuvieron mediante mediciones por quintuplicado de alicuotas del

mismo nivel de control realizadas durante un total de 5 dias consecutivos,
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siguiendo el protocolo EP15-A3 del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2014), esto con confirmar que el laboratorio utilizando un procedimiento
de medida puede obtener un desempefio semejante al declarado por el

fabricante en el inserto del ensayo.

Procesar el material de control para
verificar la calibracién y el
desempefio del instrumento

l

CC diario esta Now| Recalibrar,
en control solucionar
si Calcular:
v « DS en condiciones de repetibilidad

= (Sr)
« DS en condiciones de precisién
intralaboratorio (Swi)

Analizar al menos dos muestras,
cinco replicas por corrida, durante
cinco dias, para un total de 25
réplicas por muestra

Y
Calcular:
« CV en condiciones de repetibilidad
(CVR)

Inspeccionar valores atipicos:

Test de Grubbs = CV en condiciones de precision
L intralaboratorio (CVyy )

v

Comparar el CV estimado por
el usuario con lo declarado por
el fabricante

Realizar analisis ANOVA:
andlisis de varianza

Calcular UVL para repetibilidad y
precisién intralaboratorio
Comparar los CV estimados por el
usuario con las respecllvas UvL

Lab. Fab. Si
CVg = CVg
Lab . si
No CVr< UVL
Lab. Fah. Si
CVy = CVyy
L
Si
n
i si El usuario ha verificado las
c\? <UL »| declaraciones de precision
N " del fabricante
Ponerse en
contacto con el
fabricante

Figura 8.5. Diagrama de flujo del experimento de evaluacién de precision.

Donde, CV: Coeficiente de variacion, UVL: Limite superior de verificacion, Lab:
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Laboratorio (Usuario) y Fab: Fabricante. Elaboracion propia adaptado basado en

las directrices del protocolo EP15-A3 del CLSI

8.3.1. Andlisis del nivel de control 1 para el estudio de precision

Resultados de la medicidon del Nivel 1

Los resultados de las veinticinco repeticiones realizadas al nivel 1 de control de
se trazaron como una tabla (Tabla 8.2). Los valores atipicos estadisticamente
significativos fueron los valores atipicos estadisticamente significativos fueron

descartados mediante la prueba de Grubbs.

Tabla 8.2: Compilacion de datos para el analisis del nivel 1 de control

Dia
Replica

Dia 5
29-07-22

Dia 2
26-07-22

Dia 3
27-07-22

Dia 4
28-07-22

Dia 1
25-07-22

Replica 1

51,64 pg/dL

51,96 pg/dL

52,96 pg/dL

50,20 ug/dL

51,72 pg/dL

Replica 2

49,65 pg/dL

52,87 pg/dL

52,54 pg/dL

52,00 pg/dL

52,75 pg/dL

Replica 3

50,40 pg/dL

49,22 ug/dL

49,30 pg/dL

49,13 pg/dL

52,06 ug/dL

Replica 4

51,39 pg/dL

52,69 pg/dL

51,27 pg/dL

51,02 ug/dL

50,91 ug/dL

Replica 5

49,64 ug/dL

52,98 pg/dL

52,85 pg/dL

53,05 ug/dL

52,93 pg/dL

El protocolo ademas recomienda un analisis visual con el fin de considerar

posibles valores atipicos. Donde para la grafica obtenida en este analisis no se

observan de forma visual datos con comportamiento atipicos.
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Representacion Grafica del Analisis del N1 de Control
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Figura 8.6. Representacion Gréfica de los resultados obtenidos en las 25
mediciones diarias del nivel 1 de control. Se grafica concentracién de cobre

(ug/dL) vs. dias de estudio.

Andlisis estadistico

Mediante el analisis estadistico de los 25 datos se obtuvo una media de 51,49
Mg/dL, una deviacion estandar (SD) de 1,35 y un coeficiente de variacion (%CV)

de 2,62%.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

De acuerdo con la prueba de Grubbs, un resultado se considera como un valor

atipico si este es mayor que el G SD (limite de Grubbs) de la media de la muestra,
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donde G es el coeficiente de Grubbs y SD es la desviacion estandar de los datos
sin procesar, incluidos los valores atipicos sospechosos. El factor G de Grubbs
se calculo utilizando los datos la tabla 8.2 por lo que para N=25 G se calculd

como 3,135. A esto le siguio el calculo de los limites de Grubbs.

GDS = Media + G x DS

Donde la media obtenida fue 51,49 ug/dL y la SD 1,35. De esto se obtiene:

G DS = 51,49 pg/dL + (3,135x 1.35)

Limite inferior de Grubbs = 47,27 pg/dL

Limite superior de Grubbs = 55,70 ng/dL

Dado que todos los resultados se encontraban dentro de estos limites, se

descartaron los valores atipicos estadisticos.

Anédlisis de varianza de una via (ANOVA)

Paso 1. En nuestro estudio, utilizamos ANOVA unidireccional para
averiguar las estimaciones de imprecision del ensayo “Copper” en forma de
variabilidad dentro de la serie y entre series (Ostertagova E.& Ostertag O.
2013). Se preparé un formato ANOVA de una via utilizando Hoja de Célculo

Excel (Tabla 8.3). A partir del analisis ANOVA, se calcularon DF (grados de
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libertad), DF wotal (Qrados de libertad totales), MS (cuadrados medios), SS (suma

de cuadrados), SS ttal (Suma total de cuadrados).

Tabla 8.3. Estimacion de imprecision mediante andlisis de varianza

unidireccional (ANOVA) para el nivel 1 de control.

Fuente de variacion SS DF MS
Intercorrida ‘ 8,48 4 2,12 (MS1)
Intracorrida ‘ 34,97 20 1,75 (MS2)

Total \ 43,45 24 1,81

Donde, DF=Grados de libertad, DF Total =Grados de libertad totales, MS=

Cuadrados medios, SS= Suma de cuadrados, SS Total= Suma total de

cuadrados

Para el calculo de la varianza, los dos componentes de la varianza se calcularon

mediante la tabla ANOVA (Tabla 8.3).

_ MS1-— MS2

Vg =
Ny

VWL = VW+VB
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donde, Vw = varianza de repetibilidad (dentro de la serie), Vs = varianza entre
series, VwL = varianza dentro del laboratorio, no = nimero medio de resultados
por serie, MS1 = cuadrado medio de la variacion dentro de la serie y MS2 =

cuadrado medio de la variacion entre series.
Vi = MS2 =1,75

2,12 — 1,75
Vp=———F——=0074

La suma de dos varianzas (Vw + Vb) produce la varianza dentro del laboratorio

(Vwo),
Vs = 2,124 0,074 = 2,20
Paso 2. Célculo de la imprecision en términos de desviacion estandar

La raiz cuadrada de la varianza nos indica la desviacién estandar. Se estimaron

tres componentes de la desviacion estandar, incluidos,
Se =+Vw
Sg =+/Vs
Swr = \/m

donde, Sr= desviacion estandar de repetibilidad (dentro de la serie), Ss=
desviacion estandar entre series y Swi= desviacion estandar dentro del

laboratorio.
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S =+1,75=1,32
Sg =+/0,074 = 0,27
Swi = \/m =135

Asi, tenemos que la desviacion estandar en condiciones de repetibilidad (Sr)
es de 1,32; mientras que la desviacion estandar en condiciones de precision

intralaboratorio (Sw) es de 1,35.

Paso 3. Conversion de desviacion estandar a coeficiente de variacion

_ (Sgx100) _ (1,32 x 100)

%CV, = = = 2,579
Ve media 51,49 %
(Sx100) (0,27 x 100)

%CVy = = = 0,539
(Vs media 51,49 %
Sy x100 1,35 x 100
%CVWL:(WL ) ( ):2'62%

media 51,49

Asi, tenemos que el coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad
(CVR) es de 2,57%; mientras que el coeficiente de variacion en condiciones de

precision intralaboratorio (CVw) es de 2,62%.

Paso 4. Comparacion de las estimaciones de imprecision con las

afirmaciones del fabricante
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Paso 4.1. Las estimaciones de imprecision obtenidas de nuestro

estudio se compararon con las afirmaciones del fabricante. EI %CV de

repetibilidad (2,57%) fue menor que la afirmacion del fabricante, or

(3,0%). Dentro del laboratorio, el % CV (2,62%) fue menor que lo

declarado por el fabricante, owt (4,5%).

Paso 4.2. Comparacion de las estimaciones de imprecision con la

afirmacién del fabricante, Se tabul6 la comparacion de las estimaciones

de imprecision con la afirmacién del fabricante (Tabla 8.4).

Tabla 8.4. Comparacion de estimaciones de imprecision con la afirmacion del

fabricante para el nivel 1 de control.

Imprecision Intracorrida

Imprecision Intercorrida

Material Repetibilidad
de Media| N CV CVv Analisis CVv CVv Analisis
prueba Intracorrida | Intracorrida Intercorrida| Intercorrida
Obtenido |Manufactura Obtenido |Manufactura
.C'C 51,49 |25 2,57 3,0 Cumple 2,6 4,5 Cumple
nivel 1
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8.3.2. Andlisis del nivel de control 2 para el estudio de precisién

Recopilacion de datos

Los resultados de las veinticinco repeticiones realizadas al nivel 2 de control de

se trazaron como una tabla (Tabla 8.5). Los valores atipicos estadisticamente

significativos fueron Los valores atipicos estadisticamente significativos fueron

descartados mediante la prueba de Grubbs.

Tabla 8.5: Compilacion de datos para el andlisis del nivel 2 de control

Dia

Replica

Dia 1
25-07-22

Dia 2
26-07-22

Dia 3
27-07-22

Dia 4
28-07-22

Dia 5
29-07-22

Replica 1

71,61 pg/dL

70,51 pg/dL

70,79 ug/dL

71,55 pg/dL

69,97 pg/dL

Replica 2

70,29 pg/dL

73,1 pg/dL

69,52 pg/dL

69,6 pg/dL

73,53 pg/dL

Replica 3

70,36 pg/dL

72,13 ugldL

70,7 pg/dL

69,29 pg/dL

71,1 pg/dL

Replica 4

69,75 ug/dL

70,84 ug/dL

69,67 ug/dL

69,51 pg/dL

71,38 pg/dL

Replica 5

68,22 pg/dL

70,61 pg/dL

68,9 pg/dL

70,18 ug/dL

68,14 pg/dL

El protocolo ademas recomienda un analisis visual con el fin de considerar

posibles valores atipicos. Donde para la grafica obtenida en este analisis no se

observan de forma visual datos con comportamiento atipicos.
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Figura 8.7. Representacion grafica de los resultados obtenidos en las 25

mediciones diarias del nivel 2 de control. Se grafica concentracién de cobre

(ug/dL) vs. dias de estudio.

Anéalisis estadistico

Mediante el analisis estadistico de los 25 datos se obtuvo una media de 70,45

Mg/dL, una deviacion estandar (SD) de 1,32 y un coeficiente de variacion (%CV)

de 1,88%.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

De acuerdo con la prueba de Grubbs, un resultado se considera como un valor

atipico si este es mayor que el G SD (limite de Grubbs) de la media de la muestra,
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donde G es el coeficiente de Grubbs y SD es la desviacion estandar de los datos
sin procesar, incluidos los valores atipicos sospechosos. El factor G de Grubbs
se calculé utilizando los datos la tabla 8.5. G se calculé como 3,135. A esto le

sigui6 el célculo de los limites de Grubbs.
G DS = Media + G x DS
Donde la media obtenida fue 70,45 ug/dL y la SD es de 1,31. De esto se obtiene:
G DS =70,45 + (3,135x 1,31)
Limite inferior de Grubbs = 66,33 ug/dL
Limite superior de Grubbs = 74,57 ug/dL

Dado que todos los resultados se encontraban dentro de estos limites, se

descartaron los valores atipicos estadisticos.

Estimacion de imprecision mediante analisis de varianza de una via (ANOVA)

Paso 1. En nuestro estudio, utilizamos ANOVA unidireccional para
averiguar las estimaciones de imprecision del ensayo “Copper” en forma de
variabilidad dentro de la serie y entre series (Ostertagova E.& Ostertag O.
2013). Se prepardé un formato ANOVA de una via utilizando Hoja de Calculo

Excel (Tabla 8.6). A partir del analisis ANOVA, se calcularon DF (grados de
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libertad), DF total (grados de libertad totales), MS (cuadrados medios), SS (suma

de cuadrados), SS ttal (Suma total de cuadrados).

Tabla 8.6. Estimacion de imprecision mediante andlisis de varianza

unidireccional (ANOVA) para el nivel 2 de control.

Fuente de variacion SS DF MS
Intercorrida ‘ 8,72 4 2,18 (MS1)
Intracorrida ‘ 32,75 20 1,64 (MS2)

Total ‘ 41,50 24

Donde, DF=Grados de libertad, DF Total =Grados de libertad totales, MS=

Cuadrados medios, SS= Suma de cuadrados, SS Total= Suma total de

cuadrados

Para el calculo de la varianza, los dos componentes de la varianza se calcularon

mediante la tabla ANOVA (Tabla 8.6).

_ MS1-— MS2
B — ng

VWL = VW+VB

donde, Vw = varianza de repetibilidad (dentro de la serie), Vs = varianza entre

series, VwL = varianza dentro del laboratorio, no = nimero medio de resultados
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por serie, MS1 = cuadrado medio de la variacion dentro de la serie y MS2 =

cuadrado medio de la variacion entre series.
Vw = MS2 = 1,64

2,18 — 1,64
Vp = =——2——=10,10

La suma de dos varianzas (Vw + Vb) produce la varianza dentro del laboratorio

(Vwo),

VWL = 2,18 + 0,18 = 2,29

Paso 2. Célculo de la imprecision en términos de SD

La raiz cuadrada de la varianza nos indica la desviacién estandar. Se estimaron

tres componentes de la desviacion estandar, incluidos,
S =+Vw
Sg =+/Vs
Swr = \/m
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donde, Sr= desviacion estandar de repetibilidad (dentro de la serie), Ssg=
desviacion estandar entre series y Swi= desviacion estandar dentro del

laboratorio.
Sp =+/1,64 = 1,28
Sg =4/0,108 = 0,33

Swi = /Vw+Vs =4/1,64 4+ 0,108 = 1,32

Paso 3. Conversiéon de desviacion estandar a coeficiente de variacion

_ (Sgx100) _ (1,28 x 100)

%CV, = = = 1,820
HCVr media 70,45 %
(S5x100) (0,33 x 100)

%CV, = = = 0,539
(Vs media 70,45 %
Sy x100 1,32 x 100
%CVWL:(WL ) ( ):1'88%

media 70,45

Paso 4. Comparacion de las estimaciones de imprecision con las

afirmaciones del fabricante

Paso 4.1. Las estimaciones de imprecision obtenidas de nuestro
estudio se compararon con las afirmaciones del fabricante. El %CV de

repetibilidad (1,82%) fue menor que la afirmacidn del fabricante, or
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(3,0%). Dentro del laboratorio, el % CV (1,88%) fue menor que lo

declarado por el fabricante, owt (4,4%).

Paso: 4.2 Comparacion de las estimaciones de imprecision con la

afirmacién del fabricante: Se tabulé la comparacion de las estimaciones de

imprecision con la afirmacion del fabricante (Tabla 8.7).

Tabla 8.7. Comparacion de estimaciones de imprecision con la afirmacion del

fabricante para el nivel 2 de control.

Imprecision Intracorrida

Imprecision Intercorrida

Material Repetibilidad
de Media| N CcVv CcVv Analisis CcVv CcVv Analisis
prueba Intracorrida | Intracorrida Intercorrida| Intercorrida
Obtenido |Manufactura Obtenido |Manufactura
.C'C 70,45 |25 1,82 3,0 Cumple 1,88 4,4 Cumple
nivel 2

8.3.3. Andlisis del nivel de control 3 para el estudio de precisién

Recopilacion de datos

Los resultados de las veinticinco repeticiones realizadas al nivel 3 de control de

se trazaron como una tabla (Tabla 8.8). Los valores atipicos estadisticamente

significativos fueron Los valores atipicos estadisticamente significativos fueron

descartados mediante la prueba de Grubbs.
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Tabla 8.8: Compilacién de datos para el analisis del nivel 3 de control

Dia

Replica

Dia 1
25-07-22

Dia 2
26-07-22

Dia 3
27-07-22

Dia 4
28-07-22

Dia 5
29-07-22

Replica 1

86,87 pg/dL

89,46 pg/dL

88,49 pg/dL

87,12 pg/dL

85,18 pg/dL

Replica 2

87,55 pg/dL

87,45 pg/dL

86,87 pg/dL

86,05 pg/dL

87,95 ug/dL

Replica 3

87,66 pg/dL

87,42 pg/dL

86,44 pg/dL

88,06 pg/dL

88,41 ug/dL

Replica 4

87,12'pg/dL

88,11 ug/dL

89,31 pg/dL

87,45 ugldL

89,31 ug/dL

Replica 5

89,51 pg/dL

88,32 ug/dL

87,21' pg/dL

87,96 ug/dL

86,99 ug/dL

El protocolo ademéas recomienda un andlisis visual con el fin de considerar

posibles valores atipicos. Donde para la grafica obtenida en este analisis no se

observan de forma visual datos con comportamiento atipicos.
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Figura 8.8. Representacion grafica de los resultados obtenidos en las 25

mediciones diarias del nivel 3 de control. Se grafica concentracion de cobre

(ng/dL) vs. dias de estudio
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Analisis estadistico

Mediante el analisis estadistico de los 25 datos se obtuvo una media de 87,69
pg/dL, una deviacion estandar (SD) de 1,06 y un coeficiente de variacion (%CV)

de 1,20%.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

De acuerdo con la prueba de Grubbs, un resultado se considera como un valor
atipico si este es mayor que el G SD (limite de Grubbs) de la media de la muestra,
donde G es el coeficiente de Grubbs y SD es la desviacidn estandar de los datos
sin procesar, incluidos los valores atipicos sospechosos. El factor G de Grubbs
se calcul6 utilizando los datos la tabla 8. G se calcul6 como 3,135. A esto le

sigui6 el célculo de los limites de Grubbs.
G DS = Media + G x DS
Donde la media obtenida fue 87,69 ug/dL y la SD 1,05. De esto se obtiene:
G DS =87,69 % (3,135x 1,05)
Limite inferior de Grubbs = 84,35 ug/dL
Limite superior de Grubbs = 91,03 ug/dL

Dado que todos los resultados se encontraban dentro de estos limites, se

descartaron los valores atipicos estadisticos.
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Estimacion de imprecision mediante analisis de varianza de una via (ANOVA)

Paso 1. En nuestro estudio, utilizamos ANOVA unidireccional para
averiguar las estimaciones de imprecision del ensayo “Copper” en forma de
variabilidad dentro de la serie y entre series (Ostertagova E.& Ostertag O.
2013). Se preparé un formato ANOVA de una via utilizando Hoja de Calculo
Excel (Tabla 9). A partir del andlisis ANOVA, se calcularon DF (grados de
libertad), DF twotal (grados de libertad totales), MS (cuadrados medios), SS (suma

de cuadrados), SS wta (Suma total de cuadrados).

Tabla 9. Estimacion de imprecision mediante analisis de varianza unidireccional

(ANOVA) para el nivel 3 de control.

Fuente de variacion SS DF MS
Intercorrida ‘ 8,48 4 2,12 (MS1)
Intracorrida ‘ 34,96 20 1,75 (MS2)

Total ‘ 43,45 24

Donde, DF=Grados de libertad, DF Total =Grados de libertad totales, MS=
Cuadrados medios, SS= Suma de cuadrados, SS Total= Suma total de

cuadrados

Para el calculo de la varianza, los dos componentes de la varianza se calcularon

mediante la tabla ANOVA (Tabla 9).
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Vi = MS2

_ MS1-— MS2
B — no

VWL = VW+VB

donde, Vw = varianza de repetibilidad (dentro de la serie), Vs = varianza entre
series, VwL = varianza dentro del laboratorio, no = nimero medio de resultados
por serie, MS1 = cuadrado medio de la variaciéon dentro de la serie y MS2 =

cuadrado medio de la variacion entre series.
Vi = MS2 =1,75

2,12 — 1,75
Vp=———F——=0074

La suma de dos varianzas (Vw + Vb) produce la varianza dentro del laboratorio

(Vwo),
Vwr =1,75+ 0,074 = 1,82
Paso 2. Célculo de la imprecision en términos de SD

La raiz cuadrada de la varianza produjo la desviacién estandar. Se estimaron

tres componentes de la desviacion estandar, incluidos,
SR = 4/ VW
SB = 4/ VB
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SWL = 4/ VW+VB

donde, Sr= desviacion estandar de repetibilidad (dentro de la serie), Se=
desviacién estandar entre series y Swi= desviacion estandar dentro del

laboratorio.
Sp =4/1,75 =1,32
Sgp =4/0,074 = 0,27

Swi = Vw+Vs =y1,75+ 0,074 = 1,35

Paso 3. Conversiéon de desviacion estandar a coeficiente de variacion

_ (Sgx100) _ (1,32 x 100)

%CV, = = =1,51¢
HCVr media 87,69 %
(S5x100) (0,27 x 100)

%CV, = = = 0,309
(Vs media 87,69 %
Sy x100 1,35 x 100
%CVWL:(WL ) _( ):1'54%

media 87,69

Paso 4. Comparacion de las estimaciones de imprecision con las

afirmaciones del fabricante
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Paso 4.1. Las estimaciones de imprecision obtenidas de nuestro

estudio se compararon con las afirmaciones del fabricante. EI %CV de

repetibilidad (1,51%) fue menor que la afirmacion del fabricante, or

(3,0%). Dentro del laboratorio, el % CV (1,54%) fue menor que lo

declarado por el fabricante, owt (4,0%).

Paso: 4.2 Comparacion de las estimaciones de imprecision con la

afirmacién del fabricante: Se tabul6 la comparacion de las estimaciones

de imprecision con la afirmacién del fabricante (Tabla 8.10).

Tabla 8.10. Comparacion de estimaciones de imprecision con la afirmacion del

fabricante para el nivel 3 de control.

Imprecision Intracorrida

Imprecision Intercorrida

Material Repetibilidad
de Media| N CV CVv Analisis CVv CVv Analisis
prueba Intracorrida | Intracorrida Intercorrida| Intercorrida
Obtenido |Manufactura Obtenido |Manufactura
.C'C 87,69 |25 1,51 3,0 Cumple 1,54 4,0 Cumple
nivel 3

8.4 Estudio de Estimacion de Sesgo (BIAS) segun protocolo CLSI EP15-

A3

La estimacion del sesgo, en la evaluacion de la veracidad, que se define como

el grado de concordancia existente entre la media aritmética de un gran numero

de resultados y el valor verdadero o aceptado como referencia.
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La verificacion de la veracidad se basa en demostrar el sesgo (error sistematico)
logrado por el laboratorio en el procedimiento evaluado. Por las caracteristicas
de trabajo del laboratorio clinico corresponde la verificacion por estudios de
comparacion (comparacion con muestras de pacientes, por grupos pares y/o

programas de calidad externa).

Se tiene como obijetivo verificar que la media obtenida en el experimento de 5
corridas y 5 replicados diarios se encuentre en el intervalo de confianza de la
media que declara el grupo par para el material de control evaluado (Valor

Verdadero, TV).
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En este estudio, el sesgo del ensayo Copper se estimo comparando la media de
25 repeticiones que se obtuvieron mediante mediciones por quintuplicado de
alicuotas del mismo nivel de control realizadas durante un total de 5 dias
consecutivos utilizando tres niveles (Nivel 1, Nivel 2 y Nivel 3) de material de
control de calidad “InteliQ Assayed Multiqual Control” de Bio-Rad, con la media

correspondiente a cada nivel de control, siguiendo el protocolo EP15-A3 del
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El sesgo méaximo permitido se estimé para este ensayo segun lo descrito en las
especificaciones minimas de la base de datos de variabilidad biologica descritas

en la tabla 1.

8.4.1. Analisis del nivel de control 1 para el estudio de estimacién de sesqgo

Andlisis estadistico

A partir de los 25 datos obtenidos de la medicidn de la precision para el nivel 1
de control (Tabla 8.2) se calculé la media la cual para el nivel 1 es de 51,49 ug/dL
y es comparado con la media entregada por el inserto para este nivel de 48,9

Ma/dL.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

Tal como el apartado 8.3.1 no se estimaron valores atipicos sobre los limites de

Grubbs

Limite inferior de Grubbs = 47,27 pg/dL

Limite superior de Grubbs = 55,70 ng/dL

Determinacién del sesgo Maximo Permitido
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El sesgo maximo permitido de acuerdo con las especificaciones de calidad es de

5,7% para un grado de confianza = 95%

Célculo del Intervalo de verificacion (1V)

Sesgo wyxMedia
(IV 95%) _ Medialnserto + 9IOMax Perm (95%)x Inserto
100%

57% x 48,9 ug/dL
0, — +
(IV 95%) = 489 ug/dL + 100%

(IV 95%) = 48,9 ug/dL + 2,79 ug/dL
Limite de aceptacion Superior = 51,69 ug/dL
Limite de aceptacion Inferior = 46,11 ug/dL

Nuestra media fue de 51,49 pg/dL, la cual estuvo dentro del Intervalo de

verificacion; por lo tanto, el sesgo no fue estadisticamente significativo.

Céalculo del %Sesqo

Media yserto — Mediapptenia
%Sesgo — nserto . enida % 100
Medlalnserto

48,9 dL — 51,49 dL
%Sesgo = ,Ltgi‘g 9 1g/dL 1/ x 100

%Sesgo = 5,29%
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Al ser el sesgo menor al sesgo maximo permitido (5,29%< 5,40%) y la media al
estar dentro del intervalos de verificacion, se demuestra que el sesgo es
aceptable tanto para el procedimiento de medicibn, como para las

especificaciones de calidad establecidas por variabilidad biolégica minima.

8.4.2. Andlisis del nivel de control 2 para el estudio de estimacién de sesgo

Andlisis estadistico

A partir de los 25 datos obtenidos de la medicidn de la precision para el nivel 2
de control (Tabla 8.5) calculamos la media la cual para el nivel 2 es de 70,45
pg/dL y es comparado con la media entregada por el inserto para este nivel de

70,40 pg/dL.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

Tal como el apartado 8.3.2 no se estimaron valores atipicos sobre los limites de

Grubbs

Limite inferior de Grubbs = 47,27 pg/dL

Limite superior de Grubbs = 55,70 ug/dL
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Determinacién del sesgo Maximo Permitido

El sesgo méaximo permitido de acuerdo con las especificaciones de calidad es de

5,7% para un grado de confianza = 95%

Céalculo del Intervalo de verificacion (1V)

SengMax Perm (95%)><Medla1nserto

(IV 95%) = Mediaserto £ 100%

57% x 70,45 pug/dL

0, — +
(IV 95%) = 70,45 ug/dL + 0%

(IV 95%) = 70,45 pg/dL + 4,01 ug/dL

Limite de aceptacion Superior = 74,41 ug/dL

Limite de aceptacion Inferior = 66,39 ug/dL

Como la media obtenida fue de 70,45 ug/dL, la cual estuvo dentro del Intervalo

de verificacién; por lo tanto, el sesgo no fue estadisticamente significativo.

Céalculo del %Sesqo

Media yserto — Mediapptenia
%Sesgo — nserto . enida % 100
Medlalnserto

70,4 dL —70,45ug/dL
%Sesgo = ,ug;O 4 11g/dL 1/ x 100
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%Sesgo = 0,07%

Al ser el sesgo menor al sesgo maximo permitido (0,07%< 5,40%) y la media al
estar dentro del intervalos de verificacion, se demuestra que el sesgo es
aceptable tanto para el procedimiento de medicion, como para las

especificaciones de calidad establecidas por variabilidad biol6gica minima.

8.4.3. Andlisis del nivel de control 13para el estudio de estimacioén de sesgo

Analisis estadistico

A partir de los 25 datos obtenidos de la medicidn de la precision para el nivel 3
de control (Tabla 8.8) se calcul6 la media, la cual para el nivel 3 es de 87,69
Mg/dL y es comparado con la media entregada por el inserto para este nivel de

92,4 pg/dL.

Prueba de Grubbs para valores atipicos

Tal como el apartado 8.3.3 no se estimaron valores atipicos sobre los limites de

Grubbs

Limite inferior de Grubbs = 84,35 pg/dL

Limite superior de Grubbs = 91,03 ug/dL
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Determinacién del sesgo Maximo Permitido

El sesgo méaximo permitido de acuerdo con las especificaciones de calidad es de

5,7% para un grado de confianza = 95%

Céalculo del Intervalo de verificacion (1V)

SengMax Perm (95%)><Medla1nserto

(IV 95%) = Mediapserio £ 100%

57% x92,4ug/dL
100%

(IV 95%) = 92,4 ug/dL +

(IV95%) = 92,4 ug/dL +5.27 ug/dL

Limite de aceptacion Superior = 97,67 ug/dL

Limite de aceptacion Inferior = 87,13ug/dL

La media obtenida fue de 87,69 pg/dL, la cual estuvo dentro del Intervalo de

verificacion; por lo tanto, el sesgo no fue estadisticamente significativo.

Célculo del %Sesqo

Mediap,serto — Mediapptenia
%SeSgO — nserto : eniaa % 100
Mediaserto

92,4 ug/dL — 87,69 ug /dL
%hSesgo = #g{)24ug/dL H9/dL 100
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%Sesgo = 5,1%

Al ser el sesgo menor al sesgo maximo permitido (5,10%< 5,40%) y la media al
estar dentro del intervalos de verificacion, se demuestra que el sesgo es
aceptable tanto para el procedimiento de medicion, como para las

especificaciones de calidad establecidas por variabilidad biolégica minima.

8.5 Analisis de Desempefio

Graficas de Control de Calidad Interno

Para la realizacion del andlisis de desempefio se realizé un N20 con el fin de
tener resultados estadisticamente significativos, se procesaron 3 niveles de
control de calidad comercial, el mismo utilizado para los estudios de precision y
sesgo posterior a los cinco dias del estudio, de esto se obtuvo una media y el

CV intralaboratorio.
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Tabla 8.11. Datos obtenidos del analisis de 20 muestras de tres controles de

calidad comercial de concentracion conocida, procesadas durante 20 dias

consecutivos

Dias Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
(ng/dL) (ug/dL) (ng/dL)

1 51,39 68,22 85,66
2 53,22 70,1 86,11
3 52,96 70,79 85,49
4 53,13 69,51 85,06
5 52,06 71,38 86,31
6 53,84 72,03 85,08
7 51,25 72,12 84,21
8 51,84 70,13 84,15
9 52,19 68,69 87,67
10 52,67 70,52 86,12
11 51,97 71,86 84,84
12 49,04 67,82 85,18
13 52,20 71,64 88,97
14 53,71 67,56 85,42
15 54,88 71,06 84,89
16 50,54 72,88 86,95
17 50,03 68,69 86,32

18 51,71 70,01 85,7
19 49,85 71,69 86,54
20 50,77 71,00 85,45
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Representacion Grafica del Analisis del N1 de Control
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Figura 8.10. Representacion grafica de los resultados obtenidos en las 20
mediciones diarias del nivel 1 de control. Se grafica concentracién de cobre

(ug/dL) vs. dias de estudio

Representacion Grafica del Analisis del N2 de Control
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Figura 8.11. Representacion gréafica de los resultados obtenidos en las 20
mediciones diarias del nivel 2 de control. Se grafica concentracion de cobre

(ug/dL) vs. dias de estudio
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Representacion Grafica del Analisis del N3 de Control
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Figura 8.12. Representacion grafica de los resultados obtenidos en las 20
mediciones diarias del nivel 3 de control. Se grafica concentraciébn de cobre

(ug/dL) vs. dias de estudio

Analisis estadistico:

e Para N1, la media fue de 51,96 ug/dL, la desviacion estandar (SD) de 1,46
y el coeficiente de variacion (CV%) fue 2,82

e Para N1, la media fue de 70,39 pg/dL, la desviacion estandar (SD) de 1,55
y el coeficiente de variacion (CV%) fue 2,20

e Para N1, lamedia fue de 85,81 ug/dL, la desviacién estandar (SD) de 1,15

y el coeficiente de variacion (CV%) fue 1,34
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Reporte de resultados

Se proces6 una muestra de QC de tercera opinion, EQAS Clinical Chemistry
(Monthly) Program External Quality Assurance Services de Bio-Rad, Muestra 01
del Ciclo 21 (Lote 212000). El vial deber ser reconstituido utilizando una pipeta
volumétrica o equivalente con 5,0 mL de agua destilada o desionizada, se tapa
y deja reposar durante 20 min a temperatura ambiente (18-25 °C) realizando
giros circulares suaves para asi garantizar su homogeneidad. El inserto presenta
recomendaciones que para el analisis de elementos trazas indicando que es
fundamental que el de agua de reconstitucion no esté contaminada con estos
elementos, al igual que cualquier material volumétrico o recipiente utilizado para

la reconstitucién o almacenaje en caso de preparar muestras alicuotas.

El andlisis de la muestra 01 del Ciclo 21 del EQAS Clinical Chemistry (Monthly)
Program External Quality Assurance Services determiné que la concentracion de
cobre de la muestra fue de 61,61 pg/dL. El resultado fue ingresado a la
plataforma QC-Net de propiedad del proveedor del control, la cual proporcion6
los respectivos informes donde se detallan los comparativos estadisticos como
el numero de resultados recibidos (N), estimaciones sélidas de la media y la
desviacion estandar (SD), el coeficiente de variacién (CV) y la incertidumbre
expandida (I') de la media, el informe ademas permite analizar como fue la

desviacion del resultado informando el Z-score del andlisis, Z-score promedio
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obtenido por la media de reportes anteriores y el % de desviacion tanto para el

grupo par, como para el método y el modo.

El reporte entrega tres niveles de comparacién segun su grupo par, segun el
método y segun el modo, donde se compara el resultado obtenido por el
laboratorio, idealmente el laboratorio se debe comparar con su grupo par, que
son otros laboratorios que utilizan la misma combinacion entre analito, método,
instrumento y reactivos. La comparacién segun el método se realiza con otros
laboratorios que utilicen la misma combinaciéon de analito y método para ese
ensayo. Finalmente, la comparacion segun el modo combina una coleccién de
grupos pares o métodos que producen un resultado similar, donde se puede
incluir destinos instrumentos y reactivos para ese ensayo. Sin embargo, para
gue se realice una comparacién a nivel de grupo par, segun el método o segun
el modo, debe haber un minimo de 9 resultados informados para esa prueba por
parte de otros laboratorios. Si hay menos de 9 resultados informados, se procede
a comparar con todos los resultados provenientes de todos los laboratorios que
utilizan el mismo analito e incluye aquellos que utilizan otros métodos,

instrumentos y combinaciones de reactivos para ese ensayo.
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Figura 8.13. Informe de los resultados obtenidos del andlisis de la muestra de

control 01 del ciclo 21 EQAS.

Segun el informe y debido que pocos laboratorios se encuentras como grupo par
(1 resultado), se procede a utilizar aquellos indices informados segun el método

para la evaluacion del desempefio analitico.

Andlisis de Desempeio

De acuerdo con el estado del arte es recomendable el uso de tres herramientas

(Sigma Métrico (SM), Error sistematico critico (AEScrit) y Cartas Normalizadas
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OPSpecs,) para evaluar el desempefio del proceso de control de calidad externo.

Los datos necesarios para el analisis fueron:

e %TEa: Error total permitido, el cual es entregado por el requisito de
calidad (Variabilidad Biol6gica Minima) el cual es 14,83%
e %Sesgo: El cual es entregado por el informe de analisis de la muestra de

QC externo EQA, el cual es de 3,93%

e 9%CV: Coeficiente de variacion obtenidos de procesamiento del Nivel 2 de

control de calidad interno, el cual es de 2,20%

Sigma Métrico (SM)

%TEa — %Sesgo
%CV

Sigma métrico =

14,83% — 3,93%
2,20%

Sigma métrico =

Sigma métrico = 5,5%

Por lo tanto, el desempefio del método es bueno, con observacion de mejorar la

imprecision y segun esta herramienta la regla recomendada es 1255 0 1ss
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Tabla 8.12. Relacion entre el valor de la sigma métrica, la regla de control
(Westgard) y el desempeiio del método analitico. Adaptado de guia técnica para

control de calidad mediciones cuantitativas en el laboratorio clinico, ISP (2015).

Valor de Reglas de control ~
. P . Desempeio
sigma métrico asociadas
>6,0 1355 0 13s Excelente
>50y<6,0 1350 12555 Bueno
>4,0y<5,0 |1oss 0 13s/255/Rss | Marginal, mejorar la imprecision
<4,0 15s/2:s/R4s/41s | Pobre, mejorar imprecision e inexactitud

Error Sistematico Critico (AEScrit)

%TEa — %Sesg0>

AEScrit = (
cri %CV

14,83% — 3,93%
2,20%

AEScrit = ( > —1,65%

AEScrit = 3,85%

Por lo tanto, el desempefio es bueno y es posible mejorar el proceso de control

de calidad con un 95% de confianza.
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Tabla 8.13. relacion entre el valor del error critico sistematico, la regla de control
(Westgard) y el desempefio del método analitico. Adaptado de guia técnica para

control de calidad mediciones cuantitativas en el laboratorio clinico, ISP (2015)

Valor de sigma | Reglas de control D ~
s . esempefio
métrico asociadas
> 4,0 1355 0 135 Excelente
Bueno, puede mejorar el proceso de control de

>30y <40 lasOlass | calidad.
>2.0y<30 Lyss 0 Las/2ss/Rus (I;/Iaalli?;r;al, debe mejorar el proceso de control de

<20 135/225/R4sl4 15 Pobre, mejorar imprecisién e inexactitud

Carta OPSpecs Normalizada

Se calculo el punto de operacién normalizado el cual en su imprecision e
inexactitud observadas expresadas como un porcentaje del error total permitido.

Calculamos %CVnorm Y %SeSgoNorM

%CV x 100% %Sesgo x 100%
%CVNorm = %TT %Sesgonorm = %TEa

2,2% x 100% 3,93% x 100%
%CVNorM = om0 — %Sesgoynorm =

14,83% 14,83%

%CVNORM == 14,84’% %SesgoNORM - 26,50%

Aplicando los valores normalizados a la carta normalizada OPSpecs se obtiene:
como valor X: %CVnorm Y como valor Y: %Sesgonorm. Asi reemplazando el
punto (14,83;26,50) en la Grafico OPSpecs de la figura 9. se extrae de la grafica

que el analisis de cobre tiene un desempefio bueno.
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Figura 8.14. Grafico OPSpecs normalizado para procedimientos de control de

calidad para 3N de QC, con 90% AQA. Se grafica Inexactitud permitida (%osesgo

OPSpecs Chart TE, 100.0% with 90% AQA(SE)
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9. DISCUSION

A la hora de emitir resultados de pacientes por parte de un laboratorio clinico,
estos siempre siembre estar asociados a un posible error en la medicion, siendo
el error cometido inversamente proporcional a la calidad del resultado emitido “a
menor magnitud de error mayor es el grado de calidad del resultado” siendo
obligacién y responsabilidad del laboratorio asegurar, monitorear e incluso
mejorar la calidad a lo largo de todas las fases del proceso analitico (fase
preanalitica, fase analitica y fase postanalitica) pudiendo asi cumplir con la
emision de resultados los mas puntuales, exactos, fiables posibles para ser estos

utiles en el contexto clinico solicitado (Agarwal R. 2013).

La calidad de los errores de laboratorio debe evaluarse continuamente para
comprender en qué medida afectan la seguridad de los resultados del paciente,
y para que esto suceda, es esencial una comprension basica de qué, como y

donde pueden ocurrir los errores en el laboratorio.

La estimacion del sesgo (inexactitud) y el coeficiente de variacién (imprecision)

de los resultados son estimaciones de los errores cometidos durante el proceso
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analitico de una medicion cuantitativa. La directriz CLSI EP15 es una
herramienta alternativa de solucion de problemas que se puede utilizar para
investigar y verificar el rendimiento de precision y estimacion del sesgo del
meétodo ya sea al momento de implementar una nueva técnica en el laboratorio
0 posterior a un mantenimiento importante en el instrumento. Esta guia permite
especificar el rendimiento analitico de un laboratorio clinico en términos de

precision aceptable (%CV) e inexactitud aceptable (%Sesgo).

La actual version de la Guia CLSI EP15-A3 permite en un experimento de
analisis de un minimo de 2 materiales de muestra realizando 5 réplicas diarias
por 5 dias, de esta forma poder verificar la precision y estimar la veracidad
(exactitud) en términos estadisticos, donde la para verificar la precision se debe
comparar el CV% en condiciones de repetibilidad (CVrR%) y precision intermedia
(CVwL%) obtenidas por el laboratorio tras el analisis de las muestras y
compararlos con los valores de CV% de repetibilidad y precision intermedia
declarados por el fabricante, donde si los valores obtenidos por el laboratorio son
menores a lo declarado por el fabricante se concluye como aceptada la

verificacion de la precision.

Por otro lado, la guia nos permite estimar el sesgo mediante el uso del error total
permitido entregado por especificaciones de calidad y el valor real de la
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concentracion de la muestra tratada, generando entre estos un intervalo de
verificacion, donde si la media del andlisis de la muestra se encuentra dentro de
este intervalo, se concluye como aceptada la verificacion de la estimacion del

sesgo.

En el presente estudio se verifico la determinacién de cobre mediante el kit
Copper de Sentinel Diagnostics en el sistema automatizado Atellica CH930, de
esta forma se configuro tanto el analizador (Definicién de la técnica y revision de
parametros declarados por el fabricante sobre especificaciones de la técnica)
como los reactivos con el fin de que éstos fueran compatibles con el instrumento.
Se utilizaron 3 niveles de material de QC de tercera opiniébn como muestra para
el experimento siendo éste Util tanto para el protocolo de verificacion de la
precisibn como para la estimacioén de sesgo debido a que es un material de

concentracion conocida.

Los resultados del estudio de verificacion arrojaron las estimaciones de
imprecision en forma de %CVr Yy %CVw. las cuales fueron comparadas por el

fabricante or y owL obtenido para cada nivel:
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Nivel 1: %CVr (2,57%) y %CVwL (2,62%) siendo estos mejores a los
declarados por el fabricante or (3,0%) y or (4,5%) por lo cual se acepta la

verificacion de la precision para el nivel 1 de control.

Nivel 2: %CVr (1,82%) y %CVwL (1,88%) siendo estos mejores a los
declarados por el fabricante or (3,0%) y or (4,4%) por lo cual se acepta la

verificacion de la precision para el nivel 2 de control.

Nivel 3: %CVr (1,28%) y %CVwL (1,20%) siendo estos mejores a los
declarados por el fabricante or (3,0%) y or (4,0%) por lo cual se acepta la

verificacion de la precision para el nivel 3 de control.

Luego, la verificacidon de la estimacién del sesgo se realizé utilizando la media
del inserto para cada nivel de control y las especificaciones de calidad de
variabilidad biolégica minima, la cual indic6 un sesgo permitido de 5,70%
calculando asi el intervalo de verificacion y la verificacion es aceptada si el valor
promedio del analisis del nivel de control se encuentra dentro de este intervalo
de verificacién y si el sesgo de la medicidon es mejor al sesgo permitido, asi para

cada nivel se obtuvo:

Nivel 1: Media inserto (48,9 ug/dL) y el sesgo permitido (5,70%), Intervalo
de verificacion (46,11 ug/dL - 51,69 pg/dL). La media obtenida (51,49 pg/dL) se

encontré dentro del Intervalo de verificacion y el sesgo calculado (5,29%) fue
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menor al sesgo permitido por lo cual se acepta la verificacion de la estimacion

del sesgo para el nivel 1 de control.

Nivel 2: Media inserto (70,40 ug/dL) y el sesgo permitido (5,70%), Intervalo
de verificacién (66,39 ug/dL — 74,41 pg/dL). La media obtenida (70,45 ug/dL) se
encontré dentro del Intervalo de verificacion y el sesgo calculado (0,07%) fue
menor al sesgo permitido por lo cual se acepta la verificacion de la estimacion

del sesgo para el nivel 2 de control.

Nivel 3: Media inserto (92,4 pg/dL) y el sesgo permitido (5,70%), Intervalo
de verificacién (97,67 pg/dL — 87,13 pg/dL). La media obtenida (87,69 ug/dL) se
encontré dentro del Intervalo de verificacion y el sesgo calculado (5,10%) fue
menor al sesgo permitido por lo cual se acepta la verificacion de la estimacion

del sesgo para el nivel 3 de control.

Con el fin de evaluar el desempefio de realizo una evaluacion de esta técnica
mediante un control de calidad externo. Tras el procesamiento y posterior
resultado de la muestra, éste fue informado al proveedor de control quien emite
un informe donde se detalla el comportamiento y media obtenida de la misma

medicién por distintos laboratorios clinicos a nivel mundial.
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El informe nos entrega el sesgo (3.98%) obtenido en relacion con la media de
laboratorios que utilicen el mismo método, donde mediante el uso del coeficiente
de variacion obtenido por el procesamiento diario del control de calidad interno
(2,20%) vy el error total permitido (14,83%) indicado por la especificacion de

calidad de variabilidad biolégica minima, se puedo calcular:

Sigma Métrico (SM) = 5,5%, obteniendo un desempefio bueno con

consideracion y recomendacion en mejorar la imprecision.

Error Sistematico Critico (AEScrit) = 3,85%, obteniendo un desempefio
bueno con recomendacién en mejorar si es posible el proceso de control de

calidad.

Carta OPSpecs Normalizada, donde se calculé las coordenadas
%CVNorm Y %0Sesgonorm Obteniendo el punto 14,83;26,50, del cual se extrae un

desemperfio analitico bueno.

Asi, el desempefio general del ensayo es bueno, segun lo calculado en las tres
herramientas, lo que nos entrega mayor seguridad sobre la exactitud del
resultado informado por el laboratorio. Esto sumado a la aceptacion de la
verificacion de la precision y estimacion del sesgo para la determinacion de

cobre, Esta puede ser implementada en el sistema automatizado Atellica CH930
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y generar de este modo resultados clinicamente utiles para el diagnostico y

estudio de patologias asociadas al metabolismo del cobre en el organismo.
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10. CONCLUSION

En el presente estudio se verificd la determinacion de cobre, mediante el Kit
Copper desarrollado por Sentinel Diagnésticos y fue implementado en el Sistema
automatizado Atellica CH930 de Siemens Healthcare Diagnostics, donde debido
a la alianza estratégica entre estos proveedores el ensayo pudo ser compatible
en el instrumento para posteriormente ir a la definicion del ensayo, adecuacion

de los reactivos y calibracion de la técnica.

Posterior al procedimiento de verificacibon mediante el uso de un control de
calidad comercial de tercera opinion, se procedié a comparar el coeficiente de
variacion en condiciones de repetibilidad y precision intermedia con los
coeficientes de variacion de la presion en mismas condiciones declaradas por el
fabricante, como los coeficientes de variacibn obtenidos por el laboratorio
obteniéndose fueron menores a los del fabricante, razén por la cual la verificacién

de la precision fue aceptada.
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La estimacion del sesgo fue verificada mediante el mismo material de control y
resultados obtenidos, de esta forma el promedio obtenido de la medicidon fue
comparado con un intervalo de verificacion calculado dado por las
especificaciones de calidad indicadas para la variabilidad biolégica minima y la
media de la concentracion del control, indicada en el inserto, en donde loa media
obtenida por la medicién del control en el laboratorio se encontré dentro de este
intervalo de verificacion. Ademas, el %sesgo fue inferior al permitido por la
especificacion de calidad indicada para este ensayo, por lo que se estim6 como

aceptada la verificacion de la estimacion.

De forma general se pudo concluir como aceptada la verificacion por parte del
usurario de precision y veracidad realizada segun las directrices del CLSI EP15-
A3 para la determinacion de cobre en el sistema automatizado Atellica CH930

realizada en el Laboratorio Clinico Diagnomed. S.A.

Tras el informe entregado por el procesamiento de un control de calidad externo,
éste nos indico el sesgo de la medicion en relacién con el método, comparando
el resultado informado por el laboratorio con la media obtenida de aquellos

laboratorios que utilizan el mismo modo y analito.

92



Mediante el sesgo obtenido del control de calidad externo, el error total permitido
entregado por la especificacion de calidad de variabilidad biologica minima y el
coeficiente de variacion calculado tras el analisis diario del control de calidad
interno en el laboratorio, fue posible determinar el desempefio analitico del
ensayo en el instrumento, para lo cual se utilizaron las herramientas
metrologicas; Sigma Métrico (SM), Error sistematico critico (AEScrit) y Cartas
Normalizadas. El calculo de estas herramientas metrolégicas concluy6 un buen
desemperio analitico para la determinacion de cobre en el sistema automatizado

Atellica CH930 realizada en el Laboratorio Clinico Diagnomed. S.A

Debido a la aceptacion de la verificacion del ensayo Copper de Sentinel
Diagnostics en el Sistema Automatizado Atellica CH930 en términos de precision
y estimacion del sesgo segun las directrices del CLSI EP15-A3 y al buen
desempefio analitico, se implementd la técnica para la determinacién de cobre

en matriz de suero en el laboratorio Clinico Diagnomed S.A.
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11. GLOSARIO

ANOVA : Anélisis de varianza de una via

AQA: Analytical quality assurance (control de calidad analitico)

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute (Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio)

CV: Coeficiente de variacion

CVy: Coeficiente de variacion interindividual

CVi: Coeficiente de variacion intraindividual

CVR: Coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad
CVwL: Coeficiente de variacion en condiciones de

DF: Grados de libertad

DFtota: Grados de libertad totales

EQA: External quality assessment (evaluacion externa de la calidad)
MS: Cuadrados medios

PEEC: Programa de evaluacion externa de la calidad

QC: Control de calidad

Se: Desviacion estandar entre series

SD: Desviacion estandar

SM: Sigma Métrico

Sr: Desviacion estandar de repetibilidad

SS: Suma de cuadrados

SStotal: Suma total de cuadrados

Swi: Desviacion estandar dentro del laboratorio

TEa: Error total permitido

94



UVL: Limite superior de verificacion
VB: Variabilidad Biologica

Vs: Varianza entre series

VRr: Varianza de repetibilidad

Vwe: Varianza dentro del laboratorio
AEScrit: Error sistemético critico

or: Coeficiente de variacion declarado por el fabricante en condiciones de
repetibilidad

owL: Coeficiente de variacion declarado por el fabricante en precision intermedia
o intralaboratorio
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13. ANEXOS

13.1 Inserto kit “Determinacion colorimétrica directa sin desproteinizacion
de la concentracion de cobre (Cu) es suero y plasma” de Sentinel

Diagnostics.
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REF|17638H

Copper

STANDARD:

Determinacion
desproteinizacién de la concentracion de
(Cu) en suero y plasma

REAGENT 1a: 5x20 mL

REAGENT 1b: 1 x 10 mL (comprimidos)
REAGENT 2:

colorimétrica directa sin

cobre| '~

1x21mL
1.x 10 mL

Ny

STANDARD/CALIBRATOR: EI término se refiere al estandar/calibrador

REAGENT. EItérmino se refiere al tnico reactivo

CONTROL: el témmino se refiere al control A

RESUMEN

El cobre divalente (Cu ) larml complejos con proteinas. Las
de cobre implican
extdlslbn reduccién; la mayor(l de Ins enzimas conocidas que
contienen cobre se unen y reaccionan directamente con oxigeno
En plasma, el 95% del cobre se une a
la alfa-2- globulma cemlopllsmku una oxidasa con actividad
de que la marginal de cobre se
asocia con |l card»opatla artritis de huesos y arficulaciones y
osteoporosis. Ademads la menor proteccién antioxidante es resutado
de una concentracién més baja de cobre.
PRINCIPIO
En un sistema tampén pH 4.7, el cobre se libera de su proteina
portadora, la ceruloplasmina, y Iorma con el comp!ejanle especmco
3,5-DiBr-PAESA  [4-(3,5-dib
anilina) un complejo coloreado es(abte La Inlensnaﬂ del color de
este complejo es proporcional a la cantidad de cobre en la muestra

REAGENTS
Los el kit, una de2as8
°C en viales sin abrir, son estables hasta la fecha de caducidad
Impren en el envase.
delkity
REAGENT 1a
Tampén acetato 2 1 molL pH4 7
REAGENT 1b (compnmidos)
Agente reductor: 4cido ascdrbico
Plastico Ywuzcr

ion de los reactivos:

S REAG
xl;]ama 3,5-DiBr-PAESA 0.1 mmol/L
EST

Estandar de cobre 100 pg/dL (15.73 pmoliL)
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REACTIVOS
de

Tweezery echanos en un vial de REAGENT 1a. Mezclar hasta que
se disuelvan completamente.

La R1 Solution contiene urea como aditivo. En la configuracién de
orden de la muestra, no introduzca la prueba de la urea
inmediatamente después del cobre en los analizadores automaticos
de "acceso aleatorio”.

REAGENT 2 y STANDARD: listo para usar.

ESTABILIDAD

En el analizador: 45 dias si se evita la contaminacion.

Calibracién: 14 dias. Reptta la cafibracién ante cualquier
variacién en el lote de reactivo.

CONTROL DE CALIDAD

Use los siguientes materiales de control para verificar la precisién del
la prueba:

Clin Chem Control 1 16150 6x5 mL
Suero de control liofilizado muttiparamétrico. Para el uso, siga las
instrucciones contenidas en el kit

Clin Chem Control 2 REF] 16250 6x5 mL
Suero de control liofilzado multiparamétrico. Para el uso, siga las
instrucciones contenidas en el kit

ESTANDARIZACION

NIST (Instituto Nacional de Esténdares y Tecnologia)

MUESTRA

Suero o plasma (heparina) no hemolizado. Recoger Ils muestras
segun el procedimiento NCCLS citado en la bibliografia.!

IT 1b_con pldstico ~—

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
14diasa28°C.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

» Para uso diagnéstico in vitro.

» No use componentes cuya fecha de caducidad haya sido
.~ superada

+ No mezcle los materiales de numeros de lote de kit diferentes

¢ Las F'chas de Datos de Seguridad estén disponiles en

id, o poniéndose en contacto con su

n:resenunle Ioul

ATENCION: Este producto lequnare el uso de muestras

numanu Se os los de origen
humano y ip sequn la norma
OSHA sobre agentes p. de
aplicar el nml ne b:osegundld 2 u otras practicas de bﬁosogund:d
ra los que ose
contienen lgerﬂes Infecciosos.
REAGENT 1a
ADVERTENCIA: contiene
AcIDO ACETICO, HIDROXIDO S6DICO
sciones de peligro:
= £ Causa irrtacién cutdnea
_.»+315 Causa irrtacién ocular importante
Les»ejos de prudencia
* P284 Lavarse tras la
« P280 Uavar g
« P302+P352 EN CASO DE CON’TAC‘I’O CON LA PIEL: Lavar con
ajuay Jabén abundantes.

+ P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Aciarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
las lentes de contacto, si leva y resuka facil. Seguir aclarando

» P2332+P313 En caso de initacién cutdnea: Consultar a un médico

\_ « P337+P313 S| persiste la imitacién ocular: Consuttar a un médico.
\ "¢ P32 Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver
N\ ausaras

REAGENT 2

PELIGRO: contiene
” ACIDO ACETICO, HIDROXIDO SODICO

Indicaciones de peligro:

« H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves

Consejos de prudencia:

« P280 Llevar g

. P3010P3300P331 EN CASO DE INGESTION En]uawu la boca
NO provocar el vémito.

» P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (0 el
pelo): Quitarse inmediatamente’ las prendas contaminadas.
Aclararse la piel con agua/ducharse

+ P304+P340 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima
al exterior y manteneria en reposo en una posicién confortable para
_respirar.

« P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando

« P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médicol...

REF|17638H

Copper
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./ Tiempo 0

REF17638H Copper s (Y
AP Y

P501 Eliminar el p de con la media [ Imprecisién total | Entre Dias Reproducibilidad
u normativa aplicable. | vgfdL | DE | CV(%) | DE [ CV(%) | DE

INSTRUMENTAL Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADOS
Equipo general de laboratorio

PROCEDIMIENTO ANALITICO

Longitud de onda: 570 nm (prm:vpll).. -
700 nm (referencia)__~—

Paso de uz: 37 & \

Temperatura: St ' {

Muestra/R1 SOlutioVREAGENT 2: 112004 {

Reacdon tiempo fijada (aumentar)
Esperar ue los reactivos se pongan a tomperﬁun de lnbl)o
antes de ull arlos.
Una variacién de los indi de relcclév
no cambia los resultados. i {
“ EJEMPLO DE PROCEDIMIENTO ANALITICO EN INSTRUMENTOS

- AUTOMATIZADOS Ses

Calibrador/Controles/Muestra = 15 pL. —
R1 Solution = 300 pL

Después de 260 segundos
Lectura 1

Después de 40 segundos
Adicién de REAGENT 2 = 60 uL

Después de 300 segundos e i
Lectura 2 i

cALcuu.o J.
1. Trazar una curva de calibracién sobre papel

N1 | 673 | 308 | 45 |270] 42 | 124
N2 | 728 | 321 44 |311| 43 | 078
N3 | 962 | 382 [ 40 [350| 38 | 15
N4 [ 1004 | 370 | 37 [339| 34 [ 15 15
Ns | 1782 | 332 19 [321] 18 | o84 05
PRECISION: y

Este ensayo (y) se compar6 con un método de absorcion atémica (%)

Los resultados fueron los siguientes:

N =55, r=0.935, y=1.04x + 855

INTERFERENCIAS:

el ensayo no se ve afectado por la presencia de hasta 40 mg/dL de
bilirubina, de hasta 300 mg/dL de hemoglobml y de hasta 1500
mg/dL de lipidos.

RANGO ANALITICO:

3.0 - 500 pgrdL.

Las muestras con valores superiores a 500 Hg/dL deben dluhss 1:10
con suero fisi normal y por 10,

TRATAMIENTO DE LOS DESECHOS

Los reactivos se deben Qlllﬂlnﬂf de acuerdo con la normativa local.
BIBLIOGRAFIA

1) NCCLS Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by
Venipuncture; Approved Standard - Fifth Edition (H3-A5). Wayne, PA: The
Natonal Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003.

US Department of Labor, Occupational Safety and Health Administration,
29 CFR Part 1910.1030. Bloodborne Pathogens.

3) us Depamnnt of Health and Human Services. Emnmy in Mcmblobynl

2)

Indicando la absorbancia (eje y) en funcién de la concentracién
comespondiente (eje x), en pg/dL, para cada calibrador.

2. " Anotar el valor de absorbancia obtenido para_ Muesvns
Controles en la curva de calibracién.

3. Extrapolar el valor, en ugldL para Muestras y Conlruh;?&.m . . from Occupationaily Acquired nfections,

cuva de ullbnc)o_n

LR “-"‘;}:""’"

FACTOR DE CONVERSION
Cu: [ ug/dL ] X 0.1573 = Cu [ pmollL]’ > R
VALORES DE REFERENCIA . - LG |
Varén: 70 - 140 pg/dL
Mujer: 80 - 155 pg/dL o
que cada su propio Irﬁifmln
Para el uso bern

<. ser siempre valorados Junto a la hlnonn clinica del paciente, l log
exdmenes y otras pruebas clinicas. -

[ ReNDIMIENTOS DEL ANALIZADOR AUTOMATICO | I

SENSIBILIDAD: e
3.0 pg/dt. La sensibilidad se calculé en 20x2 dup x ciclo de andlisi
de suero fisiolégico normal y se informé como el "valor cero promedi
+3DE" : |

PRECISION INTRAENSAYO: K

Se determiné a partir de 20 duplicados en 3 controles (N1INZIN3)y
en una muestra de suero humano (N3). Los resultados fueron_jos

sigulentes: e b
. X
gL i} Nz R
media 742 1057 1977
DE 225 097 059
oV (%) 30 07 03

PRECISION INTERENSAYO:
Determinada en 16x1x3 pmebal (dll x ciclo x dupl) en cada cox
(5 niveles - N1. 5). Lo fueron los sigui

and L , 5th ed
Printing Office, January 2007

4) World Health Organization. Laboratory Biosafety Manual, 3" ed. Geneva.
World Health Organzation, 2004.

) Sewell DL, Bove KE, Callihan DR, et al Protection of unamcry Workers

Edition (M29-A3) Wayne, PA" Clinical and Laboratory Standards lrsﬂnﬂ!.
2005

6) Pesce, AJ, Kaplan, LA: "Methods in Clinical Chemistry", Mosby Ed.
(1987).

7) Burtis C.A, Ashwood ER.: "Tietz Textbook of Clinical Chemistry”, W.B.
Saunders Company Ed. (3% edftion, 1999).

8) Guder W.G.; “The Quality of Diagnostic Sample”. Recommendations of the
Working Group on Preanalytical Quality of the German Society for Clinical
Chlrrisn'y and the German Society for Laboratory Medicine. (1% Editian -

“2001).

"~ 9) Jakobs, DS Kasten, Jr, B.L, DQMOIL W.R., Wolfson, W.L: "Laboratory
Test Handbook', Lexi-Comp and Wiliams & Wilkins Ed. (2™ Edition -
1990).

10) Abe, A, Yamashita, S., Noma, A:"Sensitive, direct colorimetric assay for

in serur. Clin Chem., 35/4, 552-554 (1989)
Explicacién de simbolos
[vo] Dispositivo médico de diagndstico In vitro
Namero de catélogo

Cédigo de lote
Contenido del kit

Consutte las instrucciones de uso

A Precaucién, consulte los documentos adjuntos

Usar antes del (Oftimo dia del mes)

<€

XXX  Contiene suficiente para <n> prusbas

u"l Limite de temperatura

Fabricante
Nota: una bmlmlme‘mmdﬂlumhauhuuﬂhblm
eompanclén con |a versin anterior.

SENTIN L.
AGNDO

DI STICS

SENTINEL CH, 564 - Ph. #3902 3455141 212
Via mnmzmzmszm
www.senlineldiagnostics.com
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13.2. Folleto de la aplicacion del ensayo Copper de Sentinel Diagnostics
para el analizador Atellica ® CH930

REF 17638HC €

Copper

Alliance Application Sheet

Sentinel Diagnostics
Folleto de la aplicacion del ensayo
Copper

Para el Atellica-CH Analyzer

Consulte las instrucciones de uso
correspondientes para obtener informacion sobre
estos reactivos. Consulte también la seccidn
Carga de reactivos de ensayo Atellica Alliance
Application en el CH Analyzer en la Ayuda en
linea de la solucion Atellicam para obtener
instrucciones adicionales.

Los resultados de la prueba deben evaluarse
siempre en combinacion con la historia médica
del paciente, examenes clinicos y otros datos.

Los parametros definidos en este folleto de
aplicacion han sido desamollados por Siemens
Healthcare Diagnostics para optimizar el
rendimiento del producto. Cualquier modificacion
de estos parametros puede afectar el rendimiento
de este y otros ensayos en uso en su sistema y
los valores de ensayo resultantes. Es
responsabilidad del usuario validar cualquier
modificacion y su impacto en todos los resultados
del ensayo.

Estabilidad, almacenamiento y preparacién
del reactivo

Nota: Para la preparacion del reactivo,
informacién de almacenamiento y detalles
completos del producto, consulte las
Instrucciones de uso.

Preparacidn y estabilidad del Reagent Pack
Instrucciones de preparacion

Transfiera los volimenes de reactivo adecuados
a EMPTY reagent packs (consulte la Tabla 1).

Para obtener informacion sobre la estabilidad de
los instrumentos, consulte la Tabla 2.

Tabla 1 = Infoermacién sobre el Reagent Pack

Materiales

Estos reactivos son aptos para su uso con el
Liguid Standard (calibrador) incluido en el kit.

Se pueden utilizar otros materiales con fines de
control de calidad.

Estos reactivos son solo para uso con
suero/plasma

:;::m PRODUCTO
Sentinel
17638H  [11533083 Copper
MiAY 11087534 EMPFTY Reagent Pack*™
HiA 11538114 EMPTY1 Reagent Pack™
HiA 11538115 EMPTY2 Reagent Pack™
"No Aplicable

**Materiales necesarios pero no surministrados.

. Nuimero de
Contenido pruehas
Pack 1
Well 1 (W1) 20 mL de Cop R1*
Well 2 (W2) Vacio
3 x 189

Pack 2
Well 1 (W1) 7 mL de Cop R2*
Well 2 (W2) Vacio

*No ajuste wolimenss de llenado requeridos, de lo contrario
puade generarse un emor del sistema.

Consulte la ayuda en linea para obtener
instrucciones sobre como cargar los paguetes de
reactivo vacios llenados por el operador.

Los pardmetros del ensayo han sido
predeterminados en el software del instrumento.
El reagent pack debe cargarse manualmente en
el Atellica Analyzer.
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REF 17638HC €

Copper

Alliance Application Sheet

Tabla 2 - Calibracién y Estabilidad

Calibracion del | Calibracion del Estabilidad a
paguets Lote bordo
30 dias 41 dias 30 dias

Informacion Importante
Para conocer las caracteristicas de rendimiento, el
uso previsto, las limitaciones y una descripcion
detallada de como realizar &l método, consulte las
instrucciones de uso del ensayo Copper (REF
17638H).

Procedimiento

Calibracién

Prepare una calibracion usando el estandar
Copper (Calibrador). Vuelva a calibrar segin lo
indicado por los resultados del control.

Resultados
Los resultados se indican en pg/dL.

Tabla 3 - Informacién TDEF

Tiempo hasta el

Ensayo | Codigo TDEF primer resultado

Cop 8011 9 7 minutos

Expliracicn de simbols
Dispositive médico de disgndatico in vitro
Mimero de catilogo
LOT] Codigo de lote
Contenido del kit
f:h. Precauckon, consulte los documentos
adjuritos

Consulte las nstrucciones de uso

Usar antes del {Gltime dia del mes)

g

R Contiena suficienta para <n> pruehas

I Limite de temperatura

H Fabaicante

[Made inmaly Fabricado en ltalia

.Rncnh’
h Para uso exclusivo de un médico o por
orden de un meédico (soko aplicable a la
dasificacidn de EE.LILL).

Mata: una bamra varlical en el margen del texdo indica los
cambics en comparacidn con la version anterior.

Alallica® es una marca comercial de Siemens Healthcara
Diagnostics.

Fabricado por Santinel y distribuido por Siemens
Haalthineers.

INFORMACION DE CONTACTO

Para padidos y asislencia l&cnica, pongase en contaclo
con Siemeans Healthcare Diagnostics. Por favor, pongase
an contacto con su represantants local.

Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
511 Banedict Avenue

Tamytown, NY 10591
Siemens.com/healthineers

Distribuido por: Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
511 Benedict Avenue, Tarrytown, NY 1058
Siemens.com/healthinears




13.3.

Inserto control comercial 3ra opinidén

"z

“InteliQ Assayed Multiqual

Control” Lote 45900T para la determinaciéon colorimétrica de cobre en el

sistema Siemens Atellica Solutions.

BIORAD

InteliQ Assayed Multiqual Control

Levels 1,2 and 3

12008257 Level 2 12x3mL
12008258 Level 3 12 x3mL
12008259 MiniPak 3 x3mlL

12008256 Level 1 12x3mL (€

Level 1 45801T
459007  Level2 45302T
Level 3 459037

US0 INTENCIONADD
Il Aszaed Whltiousl Control tizne um s imencionate coma Suers valorade pars o control de la calidsd con el fin
de supsnvissr b precision o los procedimienln: de andlisis del [shorstoo paca kot analilcs que S emumSRN en

permitir supervisar la fabilidad del sistema de andlisis

Pora o chebes én Alemaniac Pard evalu s &l hncoramiens del bboralnno & necasano fmalivial pars &l conlral d& la
caided, tal como S2 describe en la “Dinecriz pers o control de b calided de ke eximenss de borslorios médioos
sappin b Aentiscion alemana de midicos” jdirsciriz ARi-RAK).

REACTIVOS

Este products se prefara 4 partir g2 sueno humano con la adicion de productns guimices, drogas, malerial bioguimics
purificado jedracios lisulares de origen hurmano y animal), estabilizsdores y conserranies. Este producio oo suminisrs
liquido para mayor comedidad.

CORSERVACION Y ESTABILIDAD

(1

Este producin permeneceri estahl hasta b fecha de cadutifted, siempre que esté simacenavio sin dii 8 ma

timger e nire 20 y -TO°C. Para bbener loe mejeres risuitadhe, eviless o sksacanamianto de sste prodacts en un

congeties e Gich e Tejis it b hez

Wume&m#melmmgnwmmumwemz;ﬂ‘_
isstabli comd 58 indica & conlinuscion:

- Tedes los snaliios: 30 dias

Estapiec

- Bilirnahing |directa): 11 dias

- Colissterol HDL), Colnestsrasa, Foslivo y Trighoéndes: 7 diss

Lis walores dé BiFrubing lotel y BiFubing directa pusden disminuir. La actividad de s Fodfalasa slcaling puede

b Toestaln.

st [ el vl & o tlican AST s piriiansi-5-
El priscotlo permanecerd wslable corma s inda, & cortinaciin:

- Todes los analilos: 7 dias

Enteplic

- Caleie (émical, Ekanal y LAP Arilamidass 1 dia

- Didmid de carbena (COZ) B horas

El prodecio perfranscerd estabe comn 58 indic & conlinsatiin:

- Todee s analiios: 14 diss

Entapie

- Fusfatscy sicaling, ASTISG0T, Blimubina jneonatsl) y Bilrubin (otsl): S diss

- Bilirmabing diracts), Colesiersl [HDL), Colinesterasa, Creslira quinsss (CK), Fistore y Trigheéridos: 7 diss
- Caliio fitiniog), Etanal y LAP Arlamidacy: 1 @

- Didwdtlo dee carbons (CO2E & horss

1]

&mmmﬂhmw“%mﬂ&&m,mﬁmﬁmaﬁ

incluides con el i kil & reactivis il
Este prochcts solo puede ullicsrse despuds de un e =
ke ramients e rekigeradir, per o i una combination g anbas.

Para descomoelar el producie
mmmmmwmwawmmmmmmmmn

N movimienos
wuwmummmmmummm

e de willizario, gire o ubo en dirculos con swavidad para garaniiesr su homogensidad.

uite # tapén y cologue el productn en ol nsrumenis pars o andlisis Lng ver completads el sndlsie, welaa colocsr
ripitamenie o kapsn y devuehe el products 3l el Para uns dplima del
mmummmmmuumynwawmm

(uite #f i y cokque el praducto en e instrumenia para of sndisis, Coande of predutin shierts durnte o pla

manejer el producy pors evilar slpicadirss, Para peolegerse de wlim, (ke

(proteceiin Boalvodsr adecusds cuinds utice édde,
= Bimine todo material desechshle de acserds con les nommaivas locsles vigenies sobre I geslién de residucs. En

o camn de que & emmlono haya sulido dafos, pangase en contacto con la oficing de ventas o con ¢ Senicio
I local de Bio-Rad

LIMITACIONES

Este product no debe ulizares después de b fecha de caducidad.

5 hubiess indicios de contaminaciin microbiana o exceso de turbider an ol producin, desache el val

Este producto o st prewistn para ser ullizado como estindar,

Less walifies pusden disminuir gradusiments deranie [ wida de alfacensmionly dol pradudln pard s

siguierdes  ansliles Fosfatsa  alesling, ALTYSGPT,  Bilirubina (dincty),  Blimebing pecnats),

Bilirruibina floksl), Coletercl HIL, Colinestirass Cnealing quinasa (CK) y Tubramising.
5 Los méindos sujeios & interfarencia del dcido ascibicn pueden meosirar sspresitn de by recuperacin del

iy Oricd.
FRECAUCIONES

Lol it

(3

& Mxirrial de erigen binlbgics. Manipular come pelecialments infepciose.

Todas & unidades d¢ domanes humanos ullizsdss e la febricacion de esle producin 52 kan malizds S2gin méodos
aceptados por ka FOW (agencia estidoenidense pars alimentos y macos). Los resufisdos de los andisis no pressntarcn
rEacTiln ni proebas g infeceiin per el virs de inmunodeficiencis husans (WH), & vius de k hepatitis B (V) ni el
winss die b hepatiis G (WHOL Este products posde conlensr asimismo malerishs de ofigen hemand pard s que no
existen andisis humelogadus. De scusrn con las buenas pricticas del laborstorio, oty material de crigen humano st
debe eondidirs infectiosn y manipulsr con que kg e renies
nmmmewmﬂ&m@m&mhmmmmmmmm
CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE FUNCIMINAMIENTO

Este g2 un products liguide estabiizsde que ha sido fabricadn sagin e mis eslrictas normas de contrel de la calidad.
Para obilener valotes de arsayn eoherenies, serd necesario simacenss y manipular el conirol sagiin se indica.
ASIGMACION DE VALORES

Less valorss: medios y los enmespondisniss rangos de <32 que figuran en ks tabiss de detos de asigracién d valres
(Assignment of Wakses Duia Charks), gue se bclitan sparie, se obtuwsenn 2 parlic de [ repeSicidn de andlisic y son
especificns de cady il de producin Las prusbas: fueron realinades por ol fabricanle o por boralorics indeperdientis,
qué ulilrnn reaclvis admilidos por & Fabricanle v ung mussira epresenlaliva de cafa ble de piodects. S
recomienda qui cala |aboratorin establiren sus propios rengos aceptables y ullice los que i se proporcionsn soln
oo oriemiaciin. Los ranges establecidis por el laboralirio pusden variar nspects 4 s inficados, misnlas dore este
conirol. [Los chenies en Alsmania deben cumplir ko requisiios deseritos en by direcie Fili-BAK] Las variscionss a o
g del liempa y entne |shorslodios pusdin deberse & diferencias & las Benicas del liboralona, s instrumental, sus
reactivos, 0 a modiicacionss inroducidas en el mélodn de medida del tabricante.

[PARA OBTERER TABLAS DE DATOS
mmmﬂmmmmamumuenm . Siga las i i del
sitin weh para recibir por corren i prospectn. Pars recibir [ tables de
mmmhmmenml&mmhnmwman—m
mﬂ!mﬁm
L i —n— dispenibiee eSqualas de edfigor de bamas complmenbais en
Wmmﬂmdmﬂmmmymmumhﬂuh

EL

DE Los cambivs significativos esiin resaltados.
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InteliQ Assayed Multiqual Control
Levels 1,2 and 3
12008256 Level 1 12x3 mL Level 1 459017
e mon. (€ wor 2w [LOT] oo {og 5

12008259 MiniPak 3x3 mL

Qa http:/www.myeinserts.com/45900T

Fecha de revision 2022-04-03  —» Indica informacion revisada

INSTRUMENTO (1)
Nivel 1 - 45901T Nivel 2 - 458027 Nivel 3 - 459037
Unidades Media Rango Media Rango Media Rango
Siemens Atellica Solution
Cobre (3) [ wom | 48 391 - 586 704 564 — 845 24 739 - 111

NOTAS AL PIE DE PAGINA
(1) Es posible que no todas las notas al pie sean de aplicacion para la tabla de datos personalizada que ha seleccionado.
(2) Los valores se obtuvieron a 37 °C.
(3) Los valores asignados se determinaron utilizando el protocolo del fabricante del reactivo o instrumento y puede gue no representen rangos de +3s.
(4) mg/dl de Urea nitrogenada x 2,14 = mg/dl de Urea. El rango de valor de Sl se expresa como Urea.
(5) Este producto se ha analizado mediante las metodologias enumeradas en el prospecto. El funcionamiento de este producto no se ha evaluado para su uso con
métodos de electroforesis capilar.

(6) Los campos de datos que contienen desigualdades (<,>), N/A, § o 4 (donde no hay un valor asignado) estan representados por un valor de 0,0001 en el
instrumento Roche.

A En este momento no se dispone de datos. Consulte cualquier duda.

§ Debido a la limitada participacion, no se obtuvieron los datos necesarios para calcular las medias y los rangos aceptables para este ensayo. Si su centro esta
interesado en participar en el Programa de Asignacion de Valores de este ensayo, ponganse en contacto con su oficina local de Bio-Rad.
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13.4. Planilla Excel ® de Siemens Diagnostics utilizada para la verificacion
del usuario de la presion y estimacion del sesgo segun las directrices del

protocolo CLSI EP15-A3

108

Concentracion de Cobre (ug(dL)

1

800

Concentracion de Cobre (pg(dL)

Concentracion de Cobre (jg(dL)

Analisis Grafico N1

AV ARV AV

2845678 91011121314151617181920
Dias de Estudio

Analisis Grafico N2

Ry

12345678 91011121314151617181920
Dias de Estudio

Analisis Grafico N3

,—-‘/_\_/——‘\w/\ _—

12345678 91011121314151617181920

Dias de Estudio

EMENS Estudijo de Precisién (Repetibilidad y CV% Intercorrida) y Estimacién de Sesgo
Laboratorio Clinico Diagnomed - Concepcién
*Por favor complete los espacios sombreados |
d inizacién de la ion de
cobre [Cu) en suero y plasma Imprecision Intracorrida (Repetibilidad)
ualdl Lote de Control Interpretacion Nivel 1 | Mivel 2 | Nivel 3
Lote de Reactiva: 273) assofm | d4s3oer | 4ssoam
Dias del estudio | M29% | i1 | Hivelz | Hweld Media Obtenida 515 705 87.7
Datos CV Inuracorida Dbtenido 257 182 128
1 51,60 71,51 86,87 C¥ Inuacorrida Manufactura 3 3 3
z ass 70,29 67.55 uvL 33 33 33
Dia 3 504 70,35 67.66 Analisis Cumple | Cumple | Cumple
4 5132 52,75 8712
5 43,54 88,22 8351 Imprecisién InterCorrida
s e | me | W4 Interpretacién Nivel 1 | Mivel 2 | Wivel 3
7 52,57 731 87.45
Dia2 8 874z Media Obtenida 515 705 877
a 8,11 CV Interconida Obtenido 262 188 120
0 65,32 CV Intercorrida Manufactura | 4.5 4.4 4
n 88.43 UvL 585 572 520
1z 86,87 Analisis Cumple | Cumple | Cumple
Dis3 ] 86,44
" 8331
= 87.21 Estimacion de Sesgo (BIAS)
" fre Interpretacion Nivel 1 | Mivel 2 | Nivel 3
7 66,05
Diad W 65,05 Sesgo Maximo Permitido 7.415 7.415 7.415
2] 67.45 Limite Inferior Inserta 39.1 56.4 73.9
20 67.95 Limite Superior Inserta 58.6 84.5 m
El 5,18 Media Inserto 459 704 a4
22 87.95 DS Inserto a 3 0s 328 468 518
DiaS 23 88,41 Media Obtenida 5143 7045 57,69
24 63.31 Limite de i6n Superio 52,53 TSEZ 93,25
25 86.93 Limite de i6n Inferior| 45,27 65,18 85,55
Estimacién de Sesgo en % 529 0.07 510
Calculos Estadisticos Anilisis Cumple | Cumple | Cumple
Media 515 05 877
Dns 135 131 108 Error Total
n 250 250 250 Interpretacién Nli_::gl: Nli_v:lLZ Nli_::lg3
Resultado mas Bajo 33 68,14 85,18
Resultado mas alto 53,05 7353 83,51 Error T otal 9.61 317 7.07
Limite Inferior Grubbs® 41.27 56,33 84,35 Error T otal Permitido 14.83 14.83 14.83
Limite Superior Grubbs® 5570 7457 3103 Fuente Variabilidad Biclogica Minima
Se 132 128 113 Analisis Cumple | Cumple | Cumple
Swi 135 132 105
CV Intra Corrida 257 182 128
CV Inter Corrida 262 188 120

==

Limite Superier
Media Inserta

—Dawn

Limite Inferior

Limite Superior
Media nserta
——Dato

Limite Inferior




