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1. OBJETIVO

Establecer la metodologia para la verificacion de métodos inmunoseroldgicos en el

Laboratorio Departamental de Salud Publica de Santander.

2. ALCANCE

Este documento se tomard como referencia Unica para la verificacion de los métodos
realizados en el area de Virologia e inmunoserologia.

3. NORMATIVIDAD APLICABLE

ISO IEC 17025:2017

ISO 9001:2015

4. DEFINICIONES

Coeficiente de variacion, CV%. La desviacion estandar relativa, es decir la
desviacidon estandar expresada como porcentaje de la media

Concordancia: se deriva de la expresion latina concordare, cuyo significado hace
referencia a que hay correspondencia o conformidad de una cosa con otra. La
concordancia no evalla la validez o lacerteza sobre una u otra observacién con
relacion a un estandar de referencia dado, sino cuan acordes estan entre si
observaciones sobre el mismo fenémeno.

Control de primera opinion o control interno de estuche: Hace referencia al
control empleado de la misma casa comercial del reactivo empleado para el
ensayo. Estos controles estan diseflados solo para usarse en sus propios
sistemas de prueba, pero lo mas importante es que muchas veces son
manufacturados con los mismos materiales que los calibradores, por lo tanto, en
estos casos es frecuente que el control imite el comportamiento del calibrador
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haciéndolo menos sensible a los cambios en el desempeiio del instrumento.

Criterios de aceptabilidad para control de calidad: Es el término utilizado para
indicar los criterios de decisidén o de las normas de control utilizados para asegurar
el buen funcionamiento de la pruebadurante una corrida analitica con muestras de
pacientes.

Criterio de Tonks: Es uno de los criterios mas ampliamente aceptados, en el cual
se acepta que la variabilidad analitica deberia ser menor del 25 % del rango
normal.

Criterio de Aspen: Establecié que la variabilidad analitica deberia ser menor por
lo que el nuevo criterio redujo a la mitad el criterio de Tonks, dejando a la
variabilidad analitica por debajo de la variabilidad biologica, en un valor menor de
12.5%

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio

Exactitud: Medicién que se encuentra mas cerca al valor verdadero. Se expresa
como Sesgo

Filtros estadisticos: Buscan eliminar los datos aberrantes de un conjunto de
datos para evitar que, al calcular la media, dichos datos alteren el verdadero
comportamiento de los controles de una determinada prueba. Permiten mejora en
la sensibilidad.

Dixon: No tiene en cuenta el nUmero de datos, se ordenan de
mayor a menor
0 viceversa

Chauvennette: Tiene el tamafio de la muestra en cuenta, se
necesita de la tabla Z Score para ubicar el dato. Permite la filtracibn de datos
aberrantes.

indice Kappa: El indice kappa (k) representa la proporcion de acuerdos
observados mas alla del azar respecto del maximo acuerdo posible mas alla del
azar. Se usa para evaluar la concordancia o reproducibilidad de instrumentos de
medida cuyo resultado es categorico (2 o mas categorias). En su interpretacion
hay que tener en cuenta que el indice depende del acuerdo observado, pero
también de la prevalencia del caracter estudiado y de la simetria de los totales
marginales.
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= Laboratorio de Salud Publica (LSP): Entidad publica del orden departamental o
distrital, encargadadel desarrollo de acciones técnico administrativas realizadas en
atencién a las personas y el medio ambiente con propdésitos de vigilancia en salud
publica, vigilancia y control sanitario, gestion de la calidad e investigacion.

= Meétodo de medicion: Secuencia logica de operaciones usada en el desarrollo de
las mediciones

*» Precision: Grado de dispersion entre varios valores obtenidos vs los valores
asignados. Se expresa como Coeficiente de variacién — CV.

= Precisién Intermedia: Magnitud que relaciona la variacion en los resultados
observados cuando uno o mas factores, tales como tiempo, equipamiento,
operador, varian dentro de un mismo laboratorio.

» Repetibilidad: Se refiere al analisis de una muestra en varias ocasiones bajo las
mismas condiciones (mismo operador, procedimiento de medida, equipo, tiempo y
laboratorio).

» Trazabilidad: Aptitud de reconstruir la historia, la utilizacion o la localizacién de
un producto pormedio de identificaciones registradas.

» Validacion: Confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista.
Tipos de Validacion

= Prospectiva: Proceso de validacién para metodologias nuevas que se disefia y
comienza a realizarse en el presente, pero los datos se analizan transcurrido un
determinado tiempo, en el futuro.

» Retrospectiva: Proceso de validacion para metodologias que actualmente se
estan aplicando, el andlisis se realiza en el presente, pero con datos del pasado
obtenidos en un momento puntual.

= Verificacidon: Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos especificados.

5. INTRODUCCION

Las actividades contempladas en esta guia tienen como finalidad verificar los
meétodos utilizados en el area de Virologia e inmunoserologia del Laboratorio
departamental de Salud publica.
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Aplicando cada lineamiento definido en el presente documento, cumpliendo con
las Buenas Practicas de Laboratorio y Normas de Bioseguridad pertinentes, se
garantiza la verificacion de los métodos de ensayo realizados en el &area de
Virologia e inmunoserologia del Laboratorio Departamental de Salud Publica.

Se debe realizar verificacion del desempefo de los métodos utilizados en el area
de virologia e inmunoserologia cada vez que haya cambio de Reactivo, tecnologia
(equipo), cambio del é&rea de procesamiento, modificacion al desarrollo
metodoldgico de las pruebas o un cambio en la tecnologia de analisis.

El fabricante de reactivos incorpora en las especificaciones técnicas el desempefio
del método, el cual ha sido evaluado con protocolos de validacion aceptados
internacionalmente.

El material de control se debe tratar de acuerdo a las instrucciones definidas en el
protocolode cada ensayo.

6. DOCUMENTOS APLICABLES

Manual de Bioseguridad del Laboratorio de Salud Publica MI-
GS-MA-06

Manual para la realizacion de ensayos por la técnica de
ELISA MI-GS-MA-61

Manual para la realizacion de ensayos por
ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA MI-GS-MA-60

Guia de Aseguramiento de la calidad analitica del area
virologia e inmunoserologia

Plan de gestion integral para los residuos generados en la
atencion en salud y otras actividades — PGIRASA MI-GS-PL-01

Instructivo de manejo del Lector de ELISA MI-GS-IN-27

Instructivo de manejo del Lavador de ELISA MI-GS-IN-26

Instructivo de manejo del equipo DSX MI-GS-IN-18

Instructivo de manejo del analizador COBAS E 411 MI-GS-IN-
17

Insertos de las pruebas analiticas de inmunoserologia.

Control de temperatura de equipos isotérmicos MI-GS-RG-96

Control de temperatura y humedad relativa MI-GS-RG-37

Célculo de la imprecision Bajo criterios de Repetibilidad

Célculo de la imprecision Bajo criterios de Reproducibilidad
(Precision intermedia))

Matriz de indice kappa
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7. DESARROLLO
Los métodos de andlisis utilizados en el laboratorio son normalizados, se
encuentran estandarizados de acuerdo a las indicaciones dadas por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA). Otras metodologias han sido implementadas segun los
lineamientos emitidos por el Instituto Nacional de Salud.
Cada metodologia analitica se encuentra documentada y descrita en los
Manuales para la realizacion de ensayos del laboratorio.
7.1 PLANIFICACION DEL ESTUDIO DE VALIDACION

Evaluar el cumplimiento de condiciones minimas para realizar el estudio en cuanto

Equipos: Cumplimiento a lo definido en el Procedimiento de
gestion metrolégica en ellaboratorio de salud publica
Material de referencia: Material de control de calidad interno

preferiblemente de terceraopinion.

Personal: Debe contar con la competencia y el entrenamiento
necesarios para desarrollarla metodologia a validar.

Material de ensayo Verificar las condiciones de
almacenamiento, temperatura, tiempo y embalajes de las muestras y materiales
requeridos, garantizando la integridad y estabilidad de los especimenes
muestreados

Tiempo: un estudio de validacién requiere de unos tiempos
minimos:

La prueba de repetibilidad se realiza en un dia con un
minimo de 10 y maximo de 20 muestras, teniendo en cuenta el volumen de cada
control incluido en el estuche del ensayo y la técnica utilizada.

La prueba de reproducibilidad o precision intermedia se
realiza en un maximo de un (1) mes.

FASE DE EVALUACION DE LA APLICACION Y DEL
DESEMPENO POR METODOLOGIA

Sensibilidad y especificidad clinica: Corresponden a los
test cuyos resultados son variables discretas dicotomicas: positivo, negativo,
reactivo, no reactivo, asi luego la positividad sea cuantificable por titulos o por
unidades. La sensibilidad de un test corresponde a la fraccion de verdaderos
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7.3

positivos y la especificidad a la fraccion de verdaderos negativos. Estas se
expresan en porcentaje y es importante recalcar que una sacrifica la otra. Si un
test es muysensible, pierde especificidad, si es muy especifico pierde sensibilidad.
Se puede definir conel andlisis de concordancia e indice Kappa

. Condiciones de repetibilidad y reproducibilidad o

precision intermedia: La precisidn de un ensayo se evalla bajo condiciones de
repetibilidad y precision intermedia. En los insertos la repetibilidad (r) viene
referenciada como coeficiente de variacion intraensayo o intra-dia ointra-serie.

La precision intermedia en los insertos esta referenciada como interensayo,
interdia, intercorrida.

EVALUACION DE LA IMPRECISION BAJO CONDICIONES DE
REPETIBILIDAD

Realizacion de varias medidas en las mismas condiciones de medicion, mismo
reactivo, mismo evento de calibracion, mismo analizador y de medio ambiente por
el mismo operador en un periodo corto de tiempo. Esta se evalla calculando la
desviacién estandar (DS) y el coeficiente de variacion (CV). Para los pardmetros se
debe calcular el valor de la media. Valores altos de estas 2 herramientas
estadisticas indican mayor porcentaje de imprecision.

7.3.1 Duracion del estudio

El tiempo estimado para la realizacion del estudio de repetibilidad es de 1 dia para
cada ensayo

7.3.2 Numero de pruebas a realizar

El nimero de pruebas para la realizacién del estudio es de minimo 10 y méaximo
20 por nivel de control (control 1, control 2 y control 3), teniendo en cuenta el
volumen de cada control incluido en el estuche del ensayo y la técnica utilizada
(ELISA O QUIMIOLUMINISCENCIA).

7.3.3 Material requerido

Tipo de material: controles internos de estuche Positivo y Negativo.

NUumero de muestras a procesar: minimo 10 y maximo 20 pruebas por nivel de
control (control 1, control 2 y control 3), teniendo en cuenta el volumen de cada
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control incluido en el estuche del ensayo y la técnica utlizada (ELISA O
QUIMIOLUMINISCENCIA).

7.3.4 Metodologia

Realizar las corridas de cada concentracion del material de control, el mismo dia
en orden diferente evaluando la prueba en cuestion, mantener las condiciones de
conservacion y estabilidad del material de control especificadas por el fabricante.
Recopilar los datos obtenidos en el formato Recoleccion de Datos Prueba de
Repetibilidad y realizar la estimacién cuantitativa de media, DS y %CV.

Registrar los datos en los formatos establecidos de acuerdo a la metodologia.

3> x

n

X =

Media aritmética o promedio: Es igual a la suma de todos los datos, dividida
entre el numero totalde ellos.

3 xi- X)?
S = i
n

Desviacion estandar: (DS) es una medida de dispersién para variables de razon
y de intervalo. Es una medida (cuadratica) de lo que se apartan los datos de su
media, y por tanto, se mide en las mismas unidades que la variable.

CV=S$ x 100
{x}

Coeficiente de variacion: (%CV) Medida de variabilidad que no depende de las
unidades o del tamafio de los datos: Este coeficiente sirve para comparar las
dispersiones de variables correspondientes a escalas de razon.

Donde S corresponde a la desviacién estandar y X a la media. Las barras del
denominador representan el valor absoluto, es decir, indican que debe
prescindirse de la unidad de medida de lamedia. A menor coeficiente de variacion
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consideramos que la distribucion de la variable medida esmas homogénea.

Criterio de aceptabilidad: Los coeficientes de variacion obtenidos bajo condiciones
de repetibilidad deben ser menor o igual a 0.25 del error total permitido por el
estandar establecido (criterio de Tonks)

Criterio de Tonks: Limite superior — Limite Inferior X 0.25 x 100 = Variacion Total
Media Poblacional

7.4 ) EVALUACION DE IMPRECISION BAJO CONDICIONES DE
PRECISION INTERMEDIA

7.4.1 Duracion del estudio

Se realiza en un méaximo de un (1) mes.

7.4.2 Numero de pruebas a realizar

El nUmero de pruebas para la realizacion del estudio es minimo 10 y méximo 20
de control en cada nivel.

7.4.3 Material requerido

Control de calidad interno del estuche Positivo y Negativo (uno o tres niveles de
acuerdo al kit).

7.4.4 Metodologia

Procesar bajo condiciones de precision intermedia en dias diferentes los
materiales de control de cada nivel de concentraciéon durante datos por cada nivel,
durante maximo 1 mes y hasta obtener de 10 a 20 mediciones.

Estimar la media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Criterio de aceptabilidad: Los coeficientes de variacion obtenidos se basaran en
los criterios de Tonks

7.5 ANALISIS DE CONCORDANCIA Y CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
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7.5.1 Duracion del estudio

El tiempo estimado para la realizacion del estudio de concordancia es de 1 dia
para cada ensayo

7.5.2 Numero de pruebas a realizar

El nimero de pruebas para la realizacion del estudio es de minimo 10 y maximo
20 por nivel de control (positivo, negativo) teniendo encuenta el volumen de cada
control incluido en el estuche del ensayo y la técnica utilizada (ELISA O
QUIMIOLUMINISCENCIA).

7.5.3 Material requerido

Control de calidad interno del estuche Positivo y Negativo o control de tercera
opinion positivo y negativo.

7.5.4 Metodologia

Realizar las corridas de cada nivel del material de control, el mismo dia en orden
diferente evaluando la prueba en cuestibn, mantener las condiciones de
conservacion y estabilidad del material de control especificadas por el fabricante.

Para la realizacion del analisis de concordancia de deben tomar la totalidad de las
muestras procesadas de cada uno de los ensayos y realizar la concordancia de
manera independiente para cada una de las metodologias, de acuerdo a los
intervalos de medicion de cada control analizado.

Intervalo de referencia

Positivo Negativo TOTAL
Positivo
Resultado .
LDSP Negativo
TOTAL

Una vez obtenidos los porcentajes de concordancia para cada uno de los ensayos
y las diferentes metodologias, se debe realizar la estimacion del Indice Kappa,
siempre y cuando para cada uno de los ensayos se analicen muestras tanto
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positivas como negativas.

La obtencion del indice Kappa se realizara como esta definido en la Matriz de
indice Kappa de la Guia de Aseguramiento de la calidad analitica del area
virologia e inmunoserologia

Calcular la sensibilidad y especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de cada analito.

CALCULO %

Sensibilidad
Especificidad

Falso negativo

Falso Positivo
VPP
VPN

Registrar los resultados en el formato Matriz de indice Kappa
7.5.5 Criterios de aceptabilidad

El resultado del indice Kappa debera ser igual o mayor a 0.81 indicando una
fuerza de concordancia “Muy buena”.

Los resultados de las caracteristicas de rendimiento obtenidos deberan ser igual o
mayor a los indicados en el inserto de cada kit comercial.
7.6 INFORME DE VERIFICACION DE UN METODO

Para cada verificacion se debe elaborar un informe que debe ser preparado por el
profesional de laboratorio (analista) y revisado por el responsable técnico y el
responsable de calidad.

El contenido del informe debe contener lo siguiente:

nalisis: Determinacion realizada
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Alcance: Para qué tipo de muestras y pruebas aplica el proceso.
Identificacion del ensayo

Nombre del ensayo
Unidades

Intervalo de medicion
Método utilizado

Informacién del producto

Nombre del kit

Lote

Fecha de vencimiento

Marca

Principio del ensayo: De acuerdo al inserto explicar brevemente el fundamento y
técnica del ensayo.

Condiciones del ensayo

Periodo de ejecucion
Lugar

Equipo

Material de referencia

Metodologia: Se hara un resumen sobre el proceso de verificacién, que incluird el
namero de muestras, la técnica y las condiciones en general que se tuvieron en
cuenta, asi como el proceso como tal. Es decir, las condiciones antes y durante la
verificacion (en esta seccion se debe tener en cuenta que dias, cuantas muestras
o controles para repetibilidad, cuantas, para precision intermedia, cuantas para
muestras para concordancia y frente a que metodologia se va a comparar

Herramientas estadisticas utilizadas: Se nombrard cada herramienta que se
empleard en el andlisis de los resultados con su respectivo criterio de
aceptabilidad (se debe tener en cuenta: indice Kappa o Porcentaje de
Concordancia, CV para reproducibilidad y precision intermedia)

Resultados obtenidos en los criterios de verificacién: Se deben presentar los datos
obtenidos en la verificacion.

Andlisis de los resultados: Se debe analizar cada uno de los datos obtenidos en la
verificacion. En este punto se definird si la verificacién fue exitosa o no
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Observaciones: Aplica si hay alguna informacion adicional que se deba dejar por
escrito.

Conclusiones: Una breve y concreta explicacion de los resultados de la validacion.
En este punto se debe definir cual es el paso a seguir tras el proceso de
validacion, ya sea la implementacion de la prueba o el reproceso de la verificacion.

Bibliografia: Se deben escribir todas las fuentes bibliograficas que se usaron para
la elaboracién del informe, incluyendo insertos, manuales, etc.

Fecha de elaboracién del informe
Firmas: En este espacio debe figurar la firma, nombre y cargo del responsable que

realizé el proceso de verificacion y elaboro el informe y del responsable técnico o
de calidad.
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