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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma papilar de tiroides constituye el 90% de las neoplasias de tiroides.
Su caracterizacion involucra métodos de imagen y citologia, siendo la PAAF (puncién
aspiracion con aguja fina) una de las técnicas mas Utiles por tener una sensibilidad de 86.3%;
el porcentaje restante se ve representado por el 4-9% de falsos negativos, 0-1% falsos positivos
y entre el 2-28% los casos indeterminados. La medicion de tiroglobulina en el liquido de lavado
de la aguja con la cual se realizé el aspirado de ganglios cervicales se ha convertido en la base
del seguimiento de los pacientes con carcinoma papilar de tiroides (CPT). Sin embargo, no
existen datos referentes a la validacion de métodos por el cambio de matriz, motivo por el cual
este estudio evalud caracteristicas de desempefio analitico para el equipo Cobas e 601.
Metodologia: En este estudio se determiné la linealidad del método de acuerdo con la guia
EPOG6-A del CLSI “Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A
Statistical Approach; Approved Guideline”, se comprob6 la precision y la veracidad en base a
la guia EP15-A3 del CLSI “User Verification of Precision and Estimation of Bias; Approved
Guideline—Third Edition” y se realizaron estudios de interferencia utilizando la guia EP07-A2
del CLSI “Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline—Second Edition”.
Resultados: Se valid6 el rango lineal de 0.5 ng/mL a 28.05 ng/mL, rango que involucra puntos
de decision clinica para CPT. Al cuantificar el analito tiroglobulina en la matriz lavado de aguja
de aspirado ganglionar se demostrd una desviacion estandar en condiciones de repetibilidad de
0.032 ng/mL (< 0.035 ng/mL, valor estimado por el fabricante) y 0.110 ng/mL (< 0.111 ng/mL,
valor del UVL) en condiciones de precision intermedia. EI método present6 un sesgo de 0.21
ng/mL, el cual fue estadisticamente significativo, pero clinicamente util. La evaluacién de la
interferencia por hemdlisis y por propiedades de la matriz permitié la recuperacion de
Tiroglobulina de acuerdo a lo estimado por el fabricante. Conclusiones: Se demostro que el
equipo Cobas e 601 presenta caracteristicas de desempefio aceptables para la medicion de
tiroglobulina en la matriz lavado de aguja de aspirado ganglionar en pacientes con carcinoma

papilar de tiroides.

Palabras clave:

Validacion; electroquimioluminiscencia; cancer papilar de tiroides; PAAF; tiroglobulina; ganglios
cervicales.



ABSTRACT

Introduction: The papillary thyroid carcinoma constitutes the 90% of the thyroid’s neoplasia.
Its characterization involves image methods and cytology, being the FNA (fine needle
aspiration) one of the most useful techniques for having a sensitivity of 86.3%; the remaining
percentage is represented by 4-9% of false negatives, 0-1% of false positives and between the
2-28% of indeterminate cases. The measurement of thyroglobulin in the needle wash fluid,
from which the aspiration of the cervical lymph nodes was performed, has become the basis for
following up of patients with papillary thyroid carcinoma (PTC). Nevertheless, there are no
data referring to the Methods’ validation due to matrix change. Razon by which, this studio
evaluates the characteristics of the analytical performance for the Cobas e 601 equipment.
Methodology: In this studio, the linearity of the method was determined according to the CLSI
EPOG6-A guide “Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A
Statistical Approach; Approved Guideline”, precision and accuracy were verified based on the
CLSI EP15-A3 guide “User Verification of Precision and Estimation of Bias; Approved
Guideline—Third Edition” and interference studies were conducted using the CLSI EP07-A2
guide “Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline—Second Edition”.
Results: The linear range was validated from 0.5 ng/mL to 28.05 ng/mL, a range that involves
clinical decision points for PTC. To quantify the thyroglobulin analyte in the washed lymph
node fine-needle aspirate matrix, a standard deviation was demonstrated under repeatability
conditions of 0.032 ng/mL (< 0.035 ng/mL, value estimated by the manufacturer) and 0.110
ng/mL (< 0.111 ng/mL, UVL value) under conditions of intermedia precision. The method
presented a bias of 0.21 ng/mL, which was statistically significant, but clinically useful. The
evaluation of the interference by hemolysis and by the properties of the matrix allowed the
recovery of thyroglobulin according to the estimated by the manufacturer. Conclusions: It was
demonstrated that the Cobas e 601 equipment presents acceptable performance characteristics
for the measurement of thyroglobulin in the matrix lymph node fine-needle aspirate washout in

patients with papillary thyroid carcinoma.
Key words:

Validation; electrochemiluminescence; papillary thyroid carcinoma; FNA; thyroglobulin;

lymph node.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El término cancer es genérico, hace referencia a varias neoplasias malignas que pueden afectar
diferentes partes del cuerpo. EI denominador comin de esta patologia es la proliferacion
descontrolada de células anormales con capacidad invasiva y con el cambio de fenotipo de una
célula normal para convertirse en una célula neoplasica; su principal explicacion es genética,
en la que intervienen los protooncogenes- oncogenes y genes supresores. Los protooncogenes
son genes expresados en diferentes etapas del ciclo celular, cuando existe una mutacion en
dichos genes estos se convierten en oncogenes que favorecen el crecimiento y metastasis
celular. Los genes supresores en cambio intervienen en la muerte celular programada y la

reparacion del genoma.

La glandula tiroides se localiza en la parte anterior del cuello, constituida por dos lI6bulos a cada
lado de la traquea, los cuales estan unidos por el istmo. La unidad funcional de la glandula
tiroides toma el nombre de foliculo tiroideo, el cual esta formado por células cubicas foliculares
que rodean al coloide que a su vez contiene a la tiroglobulina (Tg), una proteina de 660KD,
cuya estructura es rica en el aminodcido tirosina por lo cual actia como uno de los precursores
de las hormonas tiroideas (encargadas de regular el metabolismo). La tiroides ademas presenta
otro tipo de células llamadas C, que se encargan de secretar calcitonina cuya funcion es
mantener el balance del calcio y fosforo. (Guyton, 2013);(Velasco et al., 2007). El cancer de
tiroides se origina en cualquiera de las celulas componentes del tiroides (célula folicular y célula
C o parafolicular). (Velasco et al., 2007); (Granados, Takahashi, Huerta, & Aslan, 2014).

El cancer diferenciado de tiroides (CDT) surge en las células epiteliales foliculares tiroideas.
El cancer papilar de tiroides (PTC) es una variante del CDT, este comprende cerca del 85% de
los casos en relacion con un aproximado del 12% que presentan histologia folicular incluidos
los convencionales y oncéticos (Carcinomas de células de Hurthle) y <3% que son tumores

poco diferenciados. (Haugen et al., 2015)

Ente los objetivos basicos de la terapia inicial para pacientes con CDT esta el mejorar la

supervivencia global y especifica de la enfermedad, ademas de disminuir el riesgo de



enfermedad persistente / recurrente y la morbilidad asociada, para lo cual se consideran varias
opciones terapéuticas, entre las que se encuentra la tiroidectomia total o parcial de tiroides. El
seguimiento de los pacientes post-operacion se lo realiza con exdmenes de ultrasonografia (US)
con el fin de detectar enfermedad recurrente en los ganglios linfaticos del cuello. Los ganglios
linfaticos monogréaficamente sospechosos deben ser sometidos a una FNA eco dirigida (Fine
Needle Aspiration) de sus siglas en inglés o PAAF (Puncidn Aspiracion Aguja Fina) de sus
siglas en espafiol. Se ha descrito que la medicion de tiroglobulina en liquido de lavado de la
aguja utilizada en la puncién y el aspirado de los ganglios cervicales suele ser una opcion viable
para aumentar la sensibilidad de la citologia por PAAF eco dirigida. (A.-L. Borel et al., 2008);
(Giovanella, Bongiovanni, & Trimboli, 2013)

La ejecucion de determinaciones cuantitativas de analitos considerados marcadores de ciertas
patologias, repercuten en el entorno del diagnostico clinico y de la salud pablica. Actualmente
existe una creciente exigencia social que reclama mayor calidad en los servicios sanitarios, por
lo que los métodos de ensayo Yy laboratorio deben asegurar el maximo nivel de calidad técnica
y cientifica en las determinaciones de sus analitos. En este sentido, el uso de normas y métodos
de referencia es la eleccion correcta para asegurar la calidad, es tan cierta esta afirmacién que
de nada servira el cumplimiento de otras caracteristicas demandadas en el proceso de

acreditacion si no existe a la par la certeza que las pruebas diagnosticas son fiables.

El aseguramiento de la calidad se logra con procesos planeados, ejecutados, controlados
medidos y mejorados continuamente. En efecto, para promover el cumplimiento de la calidad
es importante contar con procesos estandar de laboratorio. Un ejemplo de proceso estandar es
la validacion de un método analitico, pues este brinda un protocolo regular y sistémico que
define un conjunto estandar de procedimientos experimentales, modos estandar para la
obtencion de la muestra y el anélisis, ademés de una manera estandar de juzgar el desempefio
del método. (Westgard, 2013a).



1.1 Planteamiento del problema

De acuerdo al Registro Nacional de Tumores en Quito, en el ultimo periodo en el que se
encuentra informacion 2006-2010, la incidencia del cancer de glandula tiroides (CGT) (tasas
por cada 100 000 habitantes) corresponde al 23.5 para las mujeres, ocupando el tercer lugar
luego del cancer de mama y de piel y del 4.1 para los hombres, encontrandose en el lugar doce
para este grupo, el primero y segundo lugar corresponde al cancer de prostata y al de piel
respectivamente (Sociedad de Lucha Contra el Cancer/Registro Nacional de Tumores. Cueva,
P; Yépez, J. editores., 2014); al comparar por género “La relacion hombre/mujer es 1:10, es
decir hay un varén por cada diez mujeres con CGT” (Sociedad de Lucha Contra el
Céancer/Registro Nacional de Tumores. Torres. C, 2014, p. 144). La importancia de mencionar
a los varones pese a tener una menor tasa de incidencia radica en que esta poblacion tiene peor
prondstico en relacion con las mujeres. Informacion relevante expuesta a marzo de 2017 indico
que las cifras de incidencia relacionadas al CGT se han incrementado en el caso de mujeres,
con una tasa de 31,0 y 4 para los hombres. La neoplasia maligna mas frecuente en el pais y el
mundo corresponde al cancer diferenciado de tiroides(CDT) que incluye sus variantes papilar
y folicular, constituyendo el carcinoma papilar tiroideo (PTC) el 90% de las neoplasias de
tiroides, pero que en general tiene un buen prondéstico especialmente en pacientes menores a 45
afios. Mientras que el carcinoma folicular de tiroides hace metastasis a nivel de dérganos
distantes como pulmoén o hueso, el carcinoma papilar de tiroides afecta a ganglios linfaticos
cervicales (GLC) por medio de vasos linfaticos, del 27 al 46% son detectados durante el
diagnéstico inicial y del 3 al 30% después de la cirugia, lo que significa que se debe realizar
seguimiento a largo plazo para controlar la enfermedad y brindar el tratamiento
oportuno.(Granados et al., 2014)(L.i et al., 2013)(Konca, Yalcin, Cerit, & Ozkan, 2016).

La medicion de los niveles séricos de Tg permite en cierto grado el monitoreo de pacientes en
busqueda de enfermedad residual por PTC. La presencia de Ac anti-Tg en pacientes en los
cuales su patologia quirdrgica de fondo indique la presencia de Tiroiditis de Hashimoto deben
ser considerados como interferencia para los ensayos de Tg sérica. La mayor sensibilidad
evidenciada para la Tg sérica se da tras la abstinencia de levotiroxina o tras la estimulacion con
TSH humana recombinante (rhTSH), sin embargo, puede que no se identifique a pacientes con
cantidades relativamente pequefias de tumor residual que a menudo se localizan en el cuello y
que para estos casos solo el US de cuello ofrece una mejor oportunidad en el reconocimiento

de enfermedad neoplésica. Un tumor agresivo o con poca diferenciacion puede estar presente a



pesar de concentraciones bajas de Tg basal o estimulada (Haugen et al., 2015). La ecografia de
cuello ultrasensible, prueba de imagen muy sensible para lesiones sospechas en la etapa de
seguimiento de PTC, posee una baja especificidad por lo cual se complementa con el estudio
citoldgico.(Leenhardt et al., 2013)(“Papillary and Follicular Thyroid Cancer | ThyCa: Thyroid

Cancer Survivors’ Association, Inc.”, s/f).

La citologia por aspiracion con aguja fina (PAAF) como herramienta para confirmar o excluir
la recurrencia de metastasis por CDT tiene una sensibilidad y especificidad del 87% y 76%,
respectivamente, sin embargo, presenta problemas cuando el material obtenido no es suficiente
0 adecuado para el estudio citolégico por escasa celularidad 0 muestreo no representativo sea
por el tamafio de la metastasis o por la transformacion quistica, que en conjunto representan
hasta el 30% de las muestras o errores técnicos.(Garagorri, 2002)(Li et al., 2016)(Feldkamp
et al., 2016)(Seningen, Nassar, & Henry, 2012).

Desde hace algunos afios se introduce una nueva herramienta, la cuantificacion de tiroglobulina
en la solucidn del lavado de la aguja fina con la que se realiza la puncidn-aspiracion de ganglios
linfaticos sospechosos, la misma que ya consta en las Guias de American Thyroid Association
(ATA) y en el Consenso Europeo, en las que recomiendan la combinacion de esta tiroglobulina
(Tg) con la citologia resultante de la aspiracion con aguja fina en CDT. Recalcan que esta
prueba puede ser util sobre todo en los casos de lesiones quisticas en las que la citologia y la
ecografia pueden proporcionar resultados divergentes y de acuerdo con algunos estudios es
valida incluso en pacientes con Ac anti-Tg circulantes (Gharib et al., 2016). La combinacion de
la técnica PAAF eco dirigida (Puncidn-aspiracion con aguja fina) junto a la cuantificacion de
Tg en solucion de lavado de aguja de la PAAF (Tg-SolPAAF) logra una sensibilidad
diagnostica para metastasis por carcinoma papilar de tiroides del 98% y una especificidad de
entre el 96-100 % segun diversos estudios. (Li et al., 2016)(Zhao et al., 2017)(Li et al., 2013).

Si bien los resultados obtenidos con esta herramienta adicional para el diagnoéstico de PTC son
prometedores, es necesario trabajar en la normalizacion de los procedimientos y realizar
mayores esfuerzos para definir mejor los aspectos referentes a validacion de métodos y control
de calidad en las etapas de pre-analisis, andlisis y post-analisis. Se disponen de escasos datos
referentes a la estandarizacion de los métodos de cuantificacién de (Tg-SolPAAF), varios
autores mencionan que la matriz puede ser solucion salina tamponada con fosfato o incluso el
suero sin marcador proporcionado por el kit, pero es la solucion salina al 0.9% la que

aparentemente conserva las caracteristicas de una muestra 6ptima. Sin embargo, el cambio de
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matriz suero humano (para la cual fue validado el método de electroquimioluminiscencia del
equipo Cobas e 601) por la matriz solucion salina debe ser justificada con un desempefio

analitico optimo.

En este contexto, es evidente la necesidad de buscar respuestas a estos problemas, respuestas
que estan ligadas al Laboratorio Clinico, al ser su responsabilidad el asegurar la calidad de los
servicios que presta, calidad concebida como parte del sistema de gestion de calidad del
laboratorio, por lo tanto es una exigencia la validacion de un método analitico en el laboratorio
clinico con el fin de cumplir las necesidades metrologica de los valores de los analitos
determinados por un método especifico, sea para un método y analito de rutina o especial, y
mas aun cuando se introduce e implementa una nueva prueba. (“ISO 9000:2015(es), Sistemas
de gestion de la calidad — Fundamentos y vocabulario”, s/f)(“ISO/IEC 17025 - General

requirements for the competence of testing and calibration laboratories”, s/f).

El Laboratorio Clinico del Hospital Oncoldgico — SOLCA Nucleo Quito, no oferta esta prueba
ni ha realizado estudios al respecto y es asi como se plantea la posibilidad de iniciar los estudios
preliminares respectivos sobre la validacion del método para cuantificacion de tiroglobulina en
solucidn de lavado de aguja de puncidn-aspiracion de ganglios linfaticos cervicales sospechosos

de metéstasis.

De lo anteriormente expuesto, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Los estudios de linealidad, precision, sesgo e interferencia en el método ECLIA presentan una
validez estadistica que le permita cuantificar tiroglobulina presente en la solucién del lavado de
la aguja utilizada en la puncién y el aspirado de ganglios cervicales en las condiciones técnicas
del Laboratorio Clinico del Hospital SOLCA, Nucleo — Quito?



1.2 Justificacién

La adecuada seleccion del método a ser validado depende de las necesidades medicas, del
desempefio analitico y de los criterios practicos. La seleccion de un método apropiado para un
test de laboratorio clinico asegura una Optima atencion al paciente. Los avances en la atencion
médica al paciente dependen del uso de pruebas de laboratorio nuevas o mejoradas. EI uso que
se le va a dar a la prueba (diagnostico, seguimiento o screening) y la poblacién a la cual va

dirigida son la guia para determinar que parametros de desempefio son importantes.

Existen varias razones por las cuales la medicion de Tg-SolPAAF debe ser considerada una
herramienta sensible y especifica para la deteccion de metastasis en GLC en pacientes
monitorizados por CDT. En lo referente a la sensibilidad, la Tg se encuentra en concentraciones
muy altas en las vesiculas tiroideas, tirocitos, como en su proximidad, lo que permite su
cuantificacion aun cuando no se encuentren células en la citologia de PAAF (Van Herle,
Vassart, & Dumont, 1979). En cuanto a la especificidad, se conoce que la expresion fisiologica
del gen de la tiroglobulina esta restringida a las células tiroideas foliculares y en tejidos
metastasicos solo existe evidencia informada de la expresion de dicho gen en CDT. Si la
poblacion de estudio se limita a pacientes con tiroidectomia es evidente que la sensibilidad y

especificidad pueden ser mejoradas.

Las investigaciones realizadas sobre la cuantificacion de tiroglobulina en la solucion de lavado
de la aguja utilizada en la puncién aspiracion de un ganglio cervical concluyen que la Tg puede
constituirse en un marcador altamente sensible en condiciones de metastasis cuando la
poblacion oncoldgica tiene antecedentes de cancer de tiroides de tipo papilar, en contraste con

la tiroglobulina sérica que es inespecifica para dicha patologia (Velasco et al., 2007).

La implementacién a futuro de la cuantificacion de tiroglobulina en la solucién de lavado
obtenida de la aguja de aspirado de puncién ganglionar cervical por ECLIA, en pacientes en
los que se realiza el seguimiento por PTC, es un aporte trascendental para el Hospital
Oncoldgico SOLCA, Nucleo-Quito, permitira disminuir cirugias innecesarias al aumentar la
sensibilidad y la especificidad de la PAAF al trabajarla en conjunto con la Tg de lavado, evitar
el uso de marcadores moleculares como complemento del estudio histologico y la deteccion
temprana de metéastasis de PTC en ganglios linfaticos cervicales, disminuyendo por tanto los

falsos positivos y los no diagnosticados que puede darse cuando se evaltan las herramientas



diagndsticas por separado (Li et al., 2016) (Zhao et al., 2017)(Moon et al., 2013)(Seningen
et al., 2012)(Garagorri, 2002); ademas que podria permitir la disminucion de costos en la

atencion a pacientes y en la economia de los mismos.

El presente estudio se justifica desde lo anteriormente expuesto, esto es la necesidad de iniciar
un estudio para validar el método de ECLIA para la cuantificacion de tiroglobulina en solucién
de lavado de aguja de PAAF, una justificacion técnica implicita debido a las exigencias de los
sistemas de gestion de calidad y de acreditacion de la competencia técnica de los laboratorios
clinicos, Norma ISO 15189, y ética pues el laboratorio debe responder con procedimientos y
metodologias con probada validez técnica y clinica que permitan emitir diagnosticos médicos,
rigurosos y confiables. La implementacion de una nueva prueba analitica demanda la
comprobacion de los parametros de desempefio analitico, con la finalidad de demostrar que el
método de cuantificacion del analito tiene un error total permitido aceptable, indicando que el
valor obtenido de la medicion de dicho analito refleja de la manera mas cercana a lo real las
condiciones de salud o enfermedad del paciente; tanto si se trata de validar métodos no
normalizados como los normalizados pero que estan siendo modificados significativamente o
de verificarlos, ademas de la calificacion del equipo y siempre de la mano del control de calidad.
Ademas, la validacion permite confirmar que los datos emitidos por el fabricante pueden ser
reproducibles bajo condiciones propias de operacion (equipo, calibradores, analista, etc.).

(““Guia Técnica 1 validacion de Métodos y determinacion de la incertidumbre de la medicion”,

s/f).



1.3 Objetivos

Objetivo general

Determinar la validez del método de electroquimioluminiscencia (ECLIA) en el equipo Cobas
e 601 para la cuantificacion de tiroglobulina en solucion de lavado de aguja de aspirado de
puncion ganglionar cervical en pacientes con cancer de tiroides de tipo papilar del Hospital
Oncoldgico SOLCA, Nucleo-Quito, durante el periodo agosto-septiembre 2018.

Objetivos especificos

- Validar el rango reportable para el método ECLIA en base a la guia EP06-A del CLSI
con el proposito de conocer el rango en el cual los resultados son lineales debido a que
el error no lineal es menor al objetivo de error.

- Comprobar la precision del método en base a la guia EP15-A3 del CLSI a fin de estimar
la variabilidad observada en la préactica.

- Realizar pruebas de recuperacion utilizando la guia EP15-A3 del CLSI con el objetivo
de estimar el sesgo del método.

- Realizar pruebas de interferencia sobre la base de la guia EP07-A2 del CLSI, con el fin

de estimar el error sistematico constante.

1.4 Limitaciones del estudio

De acuerdo a lo descrito por Westgard,(2013), la organizacion experimental del plan de
validacion generalmente incluye 3 fases que buscan establecer los tipos de errores analiticos a
ser evaluados: la familiarizacion con el método, los ensayos preliminares de evaluacion,

continuados con estudios mas extensivos y profundos de precisién y exactitud.

Periodo de familiarizacion
- Instaurar un procedimiento de trabajo
- Establecer /validar el rango reportable (linealidad)

- Verificar el limite deteccion (caracterizar la sensibilidad analitica)



Ensayos preliminares de validacion

Realizar ensayos de replicacion intracorrida (imprecision o error aleatorio)
Realizar pruebas de interferencias (errores sistematico constante)

Realizar pruebas de recuperacion (error sistematico proporcional)

Experimentos mas extensivos y profundos, Se realizan cuando los experimentos preliminares

demuestran que todo esta aceptable.

Realizar estudios de precision total en el laboratorio

Realizar estudios de comparacion de métodos (inexactitud o error sistemético)
Evaluar la aceptabilidad analitica del método

Verificar los intervalos de referencia o puntos de corte

Llevar una documentacion de los estudios

En base a lo nombrado anteriormente y considerando los factores que han retrasado el desarrollo

del presente estudio se ha decidido omitir varios ensayos y plantear el presente estudio como

una investigacion preliminar. Tal y como se describe en los objetivos del estudio, esta

investigacion se centra en la determinacion del rango reportable, comprobacion de la precision

y pruebas de interferencia y recuperacion. Las limitaciones del presente estudio son:

Impedimento para determinar la veracidad (error sistemético/inexactitud) usando un
método de referencia que permita llevar a cabo el ensayo de comparacion de métodos,
descrito como un experimento extensivo y mas profundo segin Westgard, (2013). Sin

embargo, la estimacion de la veracidad se la realiz6 de acuerdo al protocolo EP15-A3.

Debido a la complejidad metodoldgica y a la falta de estandarizacion de los criterios de
la poblacion participante en el ensayo para determinacion de los valores para el punto
de corte de la prueba de tiroglobulina medida en liquido de lavado de aguja fina, el
presente estudio no realizara el ensayo mencionado, dejando la posibilidad de que se

desarrolle en investigaciones futuras.

La censura de datos menores a 0.04 ng/mL (limite de deteccion) por parte del software
del equipo Cobas 6000 modular e 601, es un obstaculo en el desarrollo del ensayo de
limite de deteccidn y cuantificacion, pues se debe estimar valores correspondientes al

limite del blanco, el cual es menor a 0.04 ng/mL.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 Antecedentes

En referencia al control de calidad y especificamente de los elementos que pueden afectar el
desempefio del método ECLIA para la determinacion de tiroglobulina obtenida del liquido de
lavado de aspirado ganglionar se menciona que una Optima estandarizacion de las fases
preanalitica y analitica es la condicion necesaria para obtener valores veraces de tiroglobulina
(Giovanella et al., 2013). En un proceso de validacion es importante considerar y controlar
factores que pueden introducir una variabilidad significativa, el volumen de lavado més
ampliamente utilizado es 1 mL, mas el uso de volimenes que van de 0.5 mL a 3 mL son
mencionados por ciertos autores. Por su bajo costo y su facil acceso la solucion salina al 0.9 %
corresponde a la solucion de lavado descrita en la mayoria de las investigaciones. Se informa
que la recoleccién mas efectiva se da en un tubo primario, de plastico o de vidrio, sin aditivo,
sin separador de suero, sin anticoagulante (principalmente heparina de litio). (Trimboli,
D’Aurizio, Tozzoli, & Giovanella, 2017).Por otro lado, se sugiere trasportar la muestra de 2-
8°C. Datos expuestos por Boot, Mahon, Bramhall, & Clark, (2010) coinciden con indicaciones
del fabricante en relacion a la temperatura de conservacion de las alicuotas, siendo esta de -
20°C por un mes. En casos en los que la muestra no sea homogénea y presente material celular
o0 particulado se debe realizar un pretratamiento (mezcla y centrifugacion de la muestra) para
eliminar desechos celulares.(Giovanella et al., 2014; Leenhardt et al., 2013) La mezcla en
vortex previo a su analisis son aspectos preanaliticos que tomar en consideracion.(Boot et al.,
2010)

Los experimentos preliminares descritos por Borel et al.,(2008) demostraron una triple accion
de bombeo de 1 mL de solucion salina fue suficiente para lavar el 97% de Tg fuera de la aguja.
La medicion de Tg en un segundo lavado con 1 mL de solucion salina de otro tubo mostro
niveles de Tg < 3% de la Tg del primer lavado (55 000, 540 000 y 850 000 ng /solucién de
lavado en el primer lavado; 1500, 12 000 y 21 000 ng / solucién de lavado en el segundo lavado,

para cada paciente respectivamente).
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Los efectos de matriz debido al cambio del medio en el que se mide el analito deben ser
considerados en el proceso de cuantificacion de Tg, al respecto Giovanella et al.(2013) explica
que la solucion utilizada para lavar la aguja se caracteriza por su pH, polaridad, particulas
solidas, propiedades fisicoquimicas que podrian inducir interacciones no especificas con los
reactivos del Kit, particularmente influir en la conformacién de las estructuras del inmuno-
ensayo u otro fundamento de ser el caso. En contraste, existe evidencia significativa en lo
referente a los ensayos de interferencia, se menciona que para validar el uso de solucion salina
al 0.9% en lugar de la solucion sin Tg del kit de medicion, se midio la inmuno-radiactividad de
la Tg en muestras que contenian solucion libre de Tg, solucién salina o solucién salina
complementada con 70 g / L de albumina sérica humana, “ observamos que la
inmunorreactividad de Tg estaba por debajo del limite de deteccion en cada muestra y
concluimos que no deberia haber ningln efecto de matriz en este ensayo relacionado con el uso
de solucion salina en lugar de un medio sin Tg para la dilucién de los aspirados con aguja fina”
(A.-L. Borel et al., 2008).

La poblacion considerada en los estudios referentes a la cuantificacion de Tg-SolPAAF de
nodulos linfaticos en el cancer de tiroides de tipo papilar no esta estandarizada del todo. La
caracteristica reproducible en las investigaciones citadas posteriormente tiene en comun el
siguiente criterio de inclusion: pacientes con antecedentes de cancer de tiroides tipo papilar
sometidos a PAAF de ganglios linfaticos debido a sospecha de metastasis evidenciada en los
hallazgos ecogréaficos. La presencia o ausencia de tejido tiroideo, presencia o ausencia de Ac
anti-Tg, tratamiento con levotiroxina y tratamiento con yodo radiactivo entre otros, son algunos
criterios considerados en la poblacién de estudio con lo cual existe una gran variedad de
resultados referentes al valor diagnéstico de la determinacion de Tg-SolPAAF en las

condiciones poblacionales expuestas.

La evaluacion de la contaminacion de la Tg-SolPAAF por Tg sérica en pacientes con CDT fue
evaluada por Anne-Laure Borel et al., (2008). La hipdtesis considero el caso mas desfavorable:
gue todo el material de aspiracion obtenido por la técnica PAAF sea sangre. La cantidad de Tg
sérica aspirada a través de la aguja se calculé como la concentracion de Tg sérica (ng / mL)
multiplicada por el volumen del material aspirado (mL), que para este estudio resulto ser <0.2
mL. En este contexto, se puede decir que para un paciente con Tg sérica de 20 ng / mL, el
material de lavado presenta una contaminacion por Tg sérica =20 x 0.2 =4 ng/ en el volumen

de lavado. Consideraron el valor de Tiroglobulina sérica de todos los pacientes que tenian Tg-
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SoIPAAF detectable y se realizé los mismos calculos descritos, 15 pacientes tuvieron una o
varias determinaciones de la Tg sérica, solo en 7 pacientes de los 15 se detectd Tg sérica en el
rango de 0,4 a 29,2 ng / mL, mientras que las mediciones de Tg-SolPAAF estuvieron en el
rango de 49 a 140 000 ng / mL. La contaminacion maxima de Tg-SolPAAF por Tg sérica varid

entre 0.003 y 0.012%, claramente no significativa en ningln paciente.

Konca et al., (2016) buscaron determinar el valor diagnostico de Tg-SolPAAF y el efecto de
los Ac anti-Tg. ElI método usado para la cuantificacion de Tg-SolPAAF fue
quimioluminiscencia. Se menciona que los pacientes podian haber sido sometidos o0 no a una
tiroidectomia total, ablacion radiactiva con yodo y toma de levotiroxina para supresion de la
TSH para ser incluidos en el estudio; los resultados encontrados indican que un valor de Tg-
SolPAAF > 1 ng / mL tiene un poder diagnostico mayor, independientemente de Ac anti-Tg
(+) en pacientes con PTC. Sin embargo, Shin et al. (Shin et al., 2015) describe que en una
poblacion con tiroidectomia bilateral y terapia de ablacion con yodo los Ac anti-Tg pueden
influir en la medicién de Tg-SolPAAF.

El articulo publicado por Martins et al.(2017) hace referencia al uso del método ECLIA en la
valoracion de Ac anti-Tg medidos en el liquido del lavado de aguja. El autor sefiala que los Ac
anti-Tg presentes en fluidos de lavado pueden ser el resultado de una sintesis activa de estos en
los ganglios linfaticos o pueden ser el resultado de la contaminacion del liquido de lavado con
sangre. Para el analisis de los dos criterios mencionados anteriormente, se midieron Ac anti-Tg
en liquido de lavado de aguja utilizada en la puncién (Ac anti-Tg-SolPAAF) en pacientes con
autoanticuerpos positivos y negativos, el resultado fue que todas las muestras de liquido de
lavado de aguja fueron negativas para Ac anti-Tg, lo que concuerda con resultados de otros
estudios que sefialan que los valores altos de Tg en ganglios metastasicos saturan los puntos
de union con los autoanticuerpos, por lo que estos no son interferentes directos. (Boi et al.,
2006).

Li et al.,(2013) describieron el uso del método de inmunoensayo por quimioluminiscencia. Este
estudio demostréd que la Tg-SolPAAF tiene un alto valor predictivo negativo de (93-99%). El
mencionado autor sefiala ademas que el valor promedio maximo de Tg-SolPAAF que se pudo

observar en pacientes con PTC y ganglios metastasicos positivos fue de 1305.5 ng / mL.

Zhao et al.,(2017) determinaron Tg-SolPAAF utilizando el método ECLIA (Cobas e 601,
12



Roche Diagnostics Mannheim, Alemania). En esta investigacion se buscé determinar el punto
de corte para Tg de lavado de acuerdo con la influencia de la presencia/ausencia de la glandula
tiroides. El rendimiento diagnostico de la citologia de PAAF por si sola presentd una
sensibilidad del 89.2% con una especificidad del 100% en el diagnéstico de metéstasis por CPT;
la combinacion de la Tg-SolPAAF vy la citologia del PAAF obtuvo una sensibilidad del 99.1%
y una especificadad del 100%, el punto de corte fue: 55.09 ng/FNA para los pacientes con
tiroides y 9.71 ng/FNA en los pacientes atiroideos. La publicacion realizada por Moon
et al.,(2013) demostro que el valor de corte para Tg-SolPAAF en pacientes con PTC es de 1.0
ng/mL. La American Thyroid Association (ATA) describe puntos de corte para CDT. Los

valores pueden ser interpretados como:

- "Tgalta" “positivos”, para valores por encima de 10 ng / FNA.

99 ¢¢

“Tg baja” “comparar con los resultados de la citologia”, para valores que son detectables

en un rango de 1-10 ng / FNA.

- “Tgindetectable” “normal”, para valores por debajo de 1 ng/ FNA. (Haugen et al.,
2015).

- Se recomienda usar la nomenclatura ng/FNA, porque corresponde a la cantidad de Tg
presente en la solucién de lavado.

La variacion de puntos de corte es clara y es una limitante en la valoracion del desempefio
analitico a una concentracion de tiroglobulina ganglionar. Sin embargo, los resultados del
metaanalisis realizado por Grani & Fumarola, (2014) mencionan que ochos estudios estiman el
punto de corte 6ptimo entre 0.9 ng/mL y 1.1 ng/mL con una sensibilidad agrupada de 94.8% y
una especificidad agrupada de 91.2 %. Este antecedente indica que la evaluacion de las
caracteristicas de desempefio del equipo Cobas e 601 deben considerar el intervalo descrito

anteriormente.

La Entidad de Acreditacion Mexicana (EMA), en su “Guia para la validacion y la verificacion
de los procedimientos de examen cuantitativo empleados por el laboratorio clinico”, 2008,
especifica los pasos para el aseguramiento de la calidad de las mediciones como parte de los

procesos de validacion y verificacion de los procedimientos y métodos.

Mientras que el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE), puntualiza en su Guia de

validacion de metodos de ensayo en laboratorios clinicos 2011, la importancia de validar un
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método en un laboratorio clinico con el fin de demostrar su competencia técnica con el Unico

proposito de asegurar la “validez” de los resultados emitidos.

Los parametros basicos considerados en un proceso de validacion son: imprecision, veracidad,
especificidad, linealidad, limite de cuantificacion y limite de deteccion. El desarrollo de la parte
experimental de dicho proceso se basa en el cumplimiento de una serie de ensayos que permitan
evaluar el metodo. La determinacidn del valor de decision clinica o punto de corte de la prueba
no es considerada un parametro que permita evaluar el método, por lo que este debe realizarse

siempre que el desempefio del método sea aceptable. (Westgard, 2013a)

2.2 Marco teorico

2.2.1 Validacion de métodos analiticos

Segun la norma I1SO 9000, la validacion de un método hace referencia a la ratificacion, a través
de evidencia objetiva, de que los requerimientos exigidos para el uso especifico de dicho
método se han cumplido.(“ISO 9000:2015, Sistemas de gestion de la calidad — Fundamentos

y vocabulario”, s/f).

El concepto de validacion incluido dentro de la norma ISO/IEC 17025, lo concibe como la
confirmacion, a través del estudio y contribucion de evidencias objetivas, de que el método
cumple con los requisitos de desempefios para su uso previsto. (“ISO/IEC 17025 - General

requirements for the competence of testing and calibration laboratories”, s/f).

En base a estas definiciones se puede recalcar que: 1) Su aplicabilidad se centra en
procedimientos de medida. 2) La validacion requiere requisitos preestablecidos y con un fin

previsto. En general su mision gira en torno al cumplimiento de parametros de desempefio.

2.2.1.1 Propdsito de la validacion de métodos

El propdsito verdadero de la validacion de métodos es la identificacion y evaluacion de errores
de una prueba medida por un método de laboratorio usando la estadistica. La importancia de
la validacion es tal, que esta puede ser considerada como el pilar que sustenta la obtencion e

interpretacion de los resultados en base a la magnitud de un error. (Westgard, 2013a)
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Error aleatorio: Es un error imposible de controlar, identificar y corregir del todo durante la
medicién. Puede ser positivo o negativo. Al error aleatorio se lo relaciona con la imprecision
por lo cual puede ser estimado por la desviacion estdndar y su magnitud maxima puede
considerarse como 2 0 3 desvios estandar. (Westgard, 2013). (CLSI document EP05-A3, 2014)

Valor de la
Media
Obgervado

235 240 245 250 255 560 265
R EE—

Error aleatorio

llustracion 1. Distribucion de los datos en el error aleatorio.

Tomado de (Westgard, 2013b)

Error Sistematico: Es aquel error de medicidon que se mantiene o varia predeciblemente en
todas las mediciones. Hay un desplazamiento de la media en relacion a su valor original. Se
evidenciara que todos los valores son altos o todos los valores son bajos. El error sistemético
esta relacionado con la inveracidad por lo cual la estimacion de cuanto se desplaza la media o
de cuanto tan altos o tan bajos son los valores se lo puede estimar con el sesgo. El error
sistematico puede ser de dos tipos: error sistémico constante y error sistémico proporcional.
Todos los errores pueden ser reconocidos cuando se compara con un valor considerado como
verdadero. Asi lailustracion 6 muestra como los diferentes tipos de errores pueden ser revelados

cuando se realiza un estudio de comparacion de métodos. (Westgard, 2013).

Valor de la
c Media
T Observado

-

235 540 245 550 258 pn 268

Sesco
llustracién 2. Distribucidn de los datos en el error sistematico.

Tomado de (Westaard, 2013)
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Error total: Corresponde al efecto combinado de la dispersion observada (error aleatorio,
relacionado con la imprecision) y un componente de sesgo (errores sistematicos, relacionados

con la inveracidad), que en conjunto corresponde a la inexactitud.

Valor de la
Media
Observado

235 aa 245 g50 255 g5q 265
ES FEA

Frror Total
———l

llustracion 3. Esquema que representa el error total.

Tomado de (Westgard, 2013)

2.2.1.2 Tipos de validaciones

Segun los requerimientos del método que se desea validar, se establecen los alcances de
validacion. El laboratorio debe conocer bien el método a validar y su aplicabilidad. (analito,

concentracion, matriz, etc.)

- Validacion primaria: Es un proceso de exploracion que busca conocer los limites
operacionales y definir los pardmetros de desempefio de un método nuevo o modificado.
Esta corresponde a la validacion que debe hacerse inicialmente en los laboratorios o casas
comerciales cuando se quiere integrar una prueba nueva o técnica de uso interno que el

propio laboratorio estd implementando. (Camard et al., 2015)

- Lavalidacion secundaria, revalidacion o verificacion: Se la realiza cuando el laboratorio
quiere replicar un metodo que se ha implementado en otro lugar, por ello, esta validacion
pretende reunir evidencia objetiva que demuestre que se puede cumplir con las
especificaciones de la validacion primaria de acuerdo con las condiciones de trabajo del
laboratorio que pretende realizarla. Se la realiza cuando se introduce un equipo diagnaostico,
método o prueba que ya esta validad por un organismo internacional. (Camard, Catald,
Martinez, & Olmos, 2013)
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2.2.2 Tipos de métodos

La ENAC los clasifica en 4 tipos de acuerdo con las exigencias de la validacion.

Métodos Normalizados (Tipo I): Son métodos que estan validados por una entidad
encargada de la normalizacion y son utilizados como métodos de referencia pues son usados
para evaluar a otros. La entidad puede ser internacional (1SO), regionales (normas
europeas), o nacionales (OAE, IRAM etc). No requieren una validacién completa, pero si
una verificacion para asegurar el cumplimiento de las especificaciones de validacion, pues

se supone que estos han cumplido con todos los aspectos referentes a la validacion primaria.

Meétodos alternativos al método de referencia (Tipo I1): Estos métodos se han validado
mediante la comparacion con el método considerado de referencia, de acuerdo con un
estandar aceptado, los cuales son considerados equivalentes al método de referencia por una
organizacion técnica competente. En esta categoria suelen incluirse los métodos

desarrollados por los fabricantes de equipos.

Meétodos Normalizados con modificaciones o basados en métodos de referencia (Tipo
I11): Estos métodos estan basados en métodos de referencia y no presentan una
modificacion que ponga en duda la validez operacional del método, como seria el uso de
otros controles, condiciones instrumentales, otras muestras, diferentes tiempos y
temperaturas de incubacion. No precisan de una validaciébn completa, pero si la

comprobacion de su correcto funcionamiento.

Otros metodos (Tipo 1V): Estos metodos son los desarrollados por el propio laboratorio;
deben ser validados para demostrar el cumplimiento de los parametros de aceptacion que
permiten su aplicacion. Una vez esta en uso el método, se realizard una verificacion del
desempefio contra los parametros de validacion, con el propésito de indicar que ain se

domina el ensayo.
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2.2.3 Electroquimioluminiscencia (ECL)

La electroguimioluminiscencia es un método de cuantificacion de sefiales luminiscentes
resultantes de la conversion de energia electroquimica en energia radiactiva. Las sefiales
luminiscentes se obtienen cuando el estado excitado de la especie interviniente en la reaccion
no puede mantenerse estable y decae hasta el estado fundamental con la emision de un foton de
cierta magnitud (Wei & Wang, 2011). Se sabe que los procesos de electroquimioluminiscencia
ocurren con ciertas moléculas que pueden ser clasificadas de acuerdo a su naturaleza quimica:
(@) complejos de metales de transicion; (b) moléculas organicas. EI ECL del complejo
tris(bipiridil)-rutenio (I1), por ser un metodo de deteccion altamente sensible ha recibido

considerable atencidn para el desarrollo de los inmunoensayos. (Roche Diagnostics, s/f)

2.2.3.1 Uso del complejo de Rutenio

El mecanismo ECL del complejo de Rutenio ha sido ampliamente estudiado. Tres mecanismos
diferentes se han propuesto: la ruta oxidativa-reductiva; la ruta reductiva-oxidativa y la via “hot
electron- induced”. Las mayores aplicaciones del complejo Ru(bpy)3* se basa en la via
oxidativa-reductiva, donde Ru(bpy)3* es un lumindforo para la emision de luz y tri-n-
propilamina (TPrA) es el co-reactante. (Richter, 2004); (Wei & Wang, 2011) ).Ambas
sustancias permanecen estables mientras no se aplique un voltaje al sistema. La reaccion ECL
del Ru(bpy)3* yla (TPrA) se lleva a cabo en la superficie del electrodo de platino en donde se

da la reaccién de los compuestos por la aplicacién de voltaje.

La oxidacion de la (TPrA) tras la liberacion de un e da lugar a un compuesto cationico
transitorio (TPrA)*° , que posteriormente libera un protén (H*) y da lugar al radical (TPrA)°.
Asi también, el Ru(bpy)%*libere un ey se oxide a Ru(bpy)3*. El radical (TPrA)° reacciona
con el complejo de Ru(bpy)3* provocando que el complejo de rutenio se reduzca a
Ru(bpy)3**, que corresponde al estado excitado e inestable del complejo, la liberacion de un
foton de 620 nm es el resultado del paso del estado excitado al estado fundamental del complejo,
tal y como se describe en la figura 1. (Wei & Wang, 2011). La TPrA se consume en el proceso
y, por lo tanto, debe estar presente en exceso. EI complejo de rutenio en estado basal

Ru(bpy)s®+) se regenera durante la reaccion.
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Ru(bpy);** -e"—Ru(bpy);™*
TPrA-e"—[TPrA**]>TPrA® + H*
3+ . 245
Ru{bpy),”™ + TPrA®*—Ru(bpy),; " * + products

Ru(bpy);>' *—Ru(bpy);>" + hv
Ecuacion 1. Ecuacion de éxido-reduccion del complejo de rutenio

Tomado de (Bard, 2004; Richter, 2004)

2.2.3.2 Principio del test

El principio del test de Tiroglobulina corresponde a una técnica sandwich con una duracion
total de 18 minutos. Las soluciones de trabajo necesarias para llevar a cabo la cuantificacion de
este analito son: (a) solucion con particulas recubiertas de estreptavidina. (b) solucion con
anticuerpos monoclonales biotilinados anti-Tg. (c) solucion con anticuerpos monoclonales anti-
Tg marcados con un complejo de rutenio. La reaccion tiene lugar en una cubeta de ensayo, en
donde 35 pL de muestra del paciente se combina con un reactivo que contiene anticuerpos con
biotina anti-Tg y con otro reactivo que contiene un anticuerpo marcado con rutenio. Durante
un paso de incubacién de 9 minutos, los anticuerpos capturan la Tg presente en la muestra. El
inmuno-complejo esta constituido por el anticuerpo biotilinado, la Tg presente en la muestra y
el anticuerpo marcado con rutenio. Un segundo paso tiene lugar en esta reaccion,
microparticulas paramagnéticas recubiertas de estreptavidina son afiadidas al complejo
sandwich con el fin de unirse con el anticuerpo que contiene biotina, antes de completarse la
segunda incubacion de 9 minutos, la pipeta de aspiracion aspira ProCell (soluciéon de
tripropilamina, TPA) hacia la célula de medicion para prepararla y facilitar la medida. Al
finalizar la segunda incubacion la pipeta aspira la mezcla de reaccién desde la cubeta de ensayo

y la transfiere a la célula de medicion.

Streptavidin microparticle

Tgin th | ¢
-( X 3 >— 9 min_ {’)—#: 9 min ¢-<’)—#: Measurement

Biotinylated Ruthenylated
monoclonal antibody ~ monoclonal antibodies
against human Tg against human Tg

lustracion 4. Principio sandwich y formacion de inmunocomplejos

Tomado de (Roche Diagnostics, s/f)
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En la célula de medicidn tiene lugar los siguientes pasos: (a) Los complejos inmunes quedan
atrapados magnéticamente sobre el electrodo de trabajo por la interaccion con las
microparticulas paramagnéticas de estreptavidina. (b) la pipeta de aspiracion aspira ProCell de
nuevo para eliminar los constituyentes de reactivo y muestra no unidos. (c) tiene lugar la
reaccion ECL en la célula de medicidn tal y como se describi6 en la Ecuacion 1. La emision
de luz se mide con un fotomultiplicador. La cantidad de luz generada es directamente
proporcional a la cantidad de Tg presente en la muestra. La valoracion y el célculo de la
concentracion del analito se realiza mediante una curva de calibraciéon. Una vez terminada la
medicidn, las microparticulas paramagnéticas son lavadas de la superficie del electrodo con una
solucion de limpieza (CleanCell). La variacion del potencial del electrodo permite que la

superficie de la célula de medicidn se regenere para otra medicion. lustracion 5.

lustracion 5. Fundamento del método de electroquimioluminiscencia (ECL).

Tomado de (Roche Professional Diagnostics, s/f)
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2.2.4 Caracteristicas de desempefio de un método

2.2.4.1 Linealidad

Se entiende como la capacidad de un método analitico de proporcionar valores estrechamente
relacionados con la concentracion del analito dentro de un rango de concentraciones, de tal
manera que existe una relacion proporcional entre la variable concentracion del analito presente
en la matriz y la variable respuesta del método. Se cree que la linealidad no es necesaria para
métodos como los inmunoensayos competitivos, puesto que la relacion existente entre la sefial
de respuesta y la concentracion del analito es intrinsecamente no lineal, en contraste a esta
afirmacion se describe que la relacién matematica entre las dos variables debe ser definida para
permitir la interpolacion de puntos y la eleccion de una transformacion adecuada de la curva
dosis-respuesta en forma lineal. Es importante que la linealidad abarque los puntos de decision
clinica, entendiéndose estos como los valores del analito en los cuales el médico toma la
decision de dar o no tratamiento. Al valor minimo y maximo de un analito compatible con la
vida se lo llama rango reportable, este no necesariamente concuerda con el intervalo lineal

(linealidad) pero si es considerado una parte de este.(CLSI document EP06-A., 2003)

El enfoque utilizado en la guia EP06-A, corresponde al método polinomial propuesto por Kroll,
el cual representa un proceso estadistico que permite conocer la (s) concentracién (es) en la (s)
cual (es) el método carece de linealidad y la magnitud de no linealidad en ese nivel de
concentracion. Sin embargo, no identifica las causas de la no linealidad significativa. La
necesidad de establecer los requisitos de error debido a la no linealidad es un aspecto relevante
descrito en la version actual de la guia. Este método estadistico exhibe a la linealidad y a la no
linealidad como dos modelos alternativos y plantea un patron paramétrico para la opcion no
lineal. El protocolo busca evaluar la linealidad aislada de las condiciones de precision y
veracidad tanto como sea posible, pero considera a la falta de precision como un obstaculo para
este método estadistico por lo que incluye una verificacion de la repetibilidad. La evaluacion
experimental de la linealidad requiere como minimo cinco soluciones de concentraciones
diferentes ejecutadas al menos por duplicado. Los niveles y las réplicas varian de acuerdo al
propasito, asi:

- Verificar los valores descritos por el fabricante (5-7 niveles y 2 réplicas).

- Establecer el rango lineal de métodos nuevos o modificados (7-11 y 2-4 réplicas segun la

imprecision esperada).
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Regresion polinémica

El andlisis de regresion polinomial para polinomios de primer, segundo y tercer orden busca
encontrar una recta o una curva que se aproxime de mejor manera a los datos con el fin de
interpolar un valor desconocido. El disefio experimental examina si un polinomio no lineal se
ajusta mejor a los datos que un polinomio lineal. Si el polinomio no lineal se ajusta mejor que
el polinomio lineal se evalla si la diferencia entre el polinomio lineal y el no lineal que mejor

se ajusta es < el sesgo permisible para el método (objetivo de error no lineal).

Tabla 1
Regresion polindmica

Orden Polinomio a Regresion df (Rdf) b
Primero Yy = by + bix 2
Segundo y = by + bix + byx?

Tercero y = by + byx + byx? + byx® 4 :

Numero de coeficientes en el modelo de regresion incluido b0 ».
® Grados de liberta consumidos en el analisis de regresion
Tomado de: (CLSI document EP06-A., 2003)

El modelo de primer orden es una linea recta. EI modelo de segundo orden describe una relacion
curva/ pardbola. EI modelo de tercer orden es aplicable a situaciones en las que existe un cambio
en todos los niveles. Los coeficientes de regresion descritos en las ecuaciones estan etiquetados
como bi. En el modelo de segundo orden, b2 es el coeficiente no lineal; en el modelo de tercer

orden, b2 y bs son coeficientes no lineales.

2.2.4.2 Precision

La precision es el grado de concordancia existente entre los valores analiticos de ensayos
independientes obtenidos del estudio de un metodo, el cual es aplicado repetidamente sobre
partes representativas de una misma muestra. Indica el error aleatorio de un metodo. La

precision de un método considera 3 parametros importantes:

Repetibilidad del método: Antes denominada precision dentro de la corrida. Es un parametro

de medida de la variacion de un metodo. Se puede calcular con la SD obtenida de una serie de
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repeticiones de una muestra dada en una sola ejecucion y bajo las mismas condiciones de
trabajo y ambiente. Refleja la maxima precision que el método puede alcanzar, o lo que es lo
mismo, refleja resultados con una imprecision minima (ruido del ensayo). El procedimiento de
medicion, el operador, las condiciones de operacion y el laboratorio son variables constantes
con el fin de replicar medidas en la misma muestra 0 muestras similares durante un corto
periodo de tiempo. Se obtiene un resultado por cada copa de muestra. (CLSI document EP15-
A3, 2014)

Precision dentro del laboratorio: Corresponde a un tipo de precision intermedia pues indica
el grado de concordancia de resultados obtenidos en ensayos mutuamente independientes
aplicados a alicuotas de la misma muestra, en el mismo laboratorio, pero en diferentes
condiciones. Las condiciones de precision intermedia incluyen ciertas caracteristicas de
reproducibilidad y repetibilidad. Para la modificacion de las condiciones de operacion se debe
tener en cuenta: tiempo, calibracién, operador y equipo (CLSI document EP05-A3, 2014).

Reproducibilidad: Es la concordancia existen entre los valores obtenidos de las mediciones
de un mismo mensurando cuando el método es aplicado por analistas distintos, en laboratorios
diferentes y en dias distintos. Refleja la mé&xima dispersién de un mismo proceso analitico
(CLSI document EP05-A3, 2014).

Variabilidad y fuentes de variacion

Los procedimientos cuantitativos de laboratorio clinico definen la variabilidad cuando obtienen
mediciones repetidas, sea el caso del control de calidad interno, las pruebas de competencia
externa e incluso experimentos de repetibilidad sencillos. El objetivo es identificar la dispersion
de los puntos para evidenciar la imprecision del ensayo en la concentracion evaluada. La
variabilidad para una serie de resultados generados durante un periodo de tiempo importante se
puede cuantificar aplicando calculos de la media y la SD. Sin embargo, la varianza es una
medida de dispersion mas Gtil cuando se combinan estimaciones de precision. Generalmente en
la mayoria de los ensayos existe menos variabilidad en una sola ejecucion en relacion a la
variabilidad presente en varias ejecuciones exhibidas en un control de calidad o en una prueba
de competencia entre laboratorios. Se espera estas tendencias debido a la existencia de mayores
fuentes de variacion dentro y fuera del laboratorio que dentro de una corrida analitica. Por lo

expuesto, el procesamiento de los datos resultantes de un estudio de precision sea cual sea su
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enfoque se basa en el uso de un ANOVA. Se aplica un ANOVA de una via si el experimento
se lo realiza en 5 dias con 5 réplicas por dia como se menciona en CLSI document EP15-A3,
(2014), o un ANOVA anidado si el estudio corresponde a un experimento 20*2*2 como el
descrito en CLSI document EP05-A3, (2014). En todos los casos es necesario una formulacion
simbdlica para tratar las fuentes de variacion que contribuyen a los resultados. Es asi que el
resultado individual correspondiente a una sola réplica puede describirse como la media para
esa muestra mas efectos aleatorios porque las desviaciones se deben a factores distintos como
las variaciones entre dias, entre corridas/ejecuciones y dentro de la corrida dada por las réplicas
(es decir, “error residual” o “ruido del procedimiento de medicion”) segin sea el enfoque

utilizado.

Desviacion estandar absoluta (SD) Es la medida de la dispersién de un conjunto de datos

alrededor de la media. Su ecuacion corresponde a:

(r1 —T)? + (22 —T)% + ... + (2, — T)?
n—1

Ecuacion 2. Desviacion estandar absoluta (s).

Xi: observacion individual; X: Es el promedio de todas las observaciones; n: total de la
poblacion

Cuando se utiliza la desviacién estandar para describir un conjunto de datos, nace la idea de
“Curva de distribucion normal o Gaussiana”, cuya caracteristica es presentar una distribucion
simétrica en forma de campana. (Botella, 2013);(Westgard, 2013a).

] ] 1 .I_ I I )
-3s2s ~Is X tls+2s +3s

llustracion 6. Curva Gaussiana.
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El 68.2 % de las observaciones estan dentro de +/- 1(s) en relacion con la media, 95.5 % de las
observaciones en +/- 2 (s) en relacion con la media, y 99.7% dentro de +/- 3(s) de la media

poblacional.

Coeficiente de variacion (CV): Es una medida de dispersion, expresa la desviacion estandar
como un porcentaje de la media. Este indicador se justifica en el uso de variables con valores
mayores (en las que su media serd mayor) o variables con valores dispersos (en las que su
desviacidn estandar serd mayor); al expresar el cociente de la desviacion estandar y la media,
se anula todo posible efecto permitiendo la comparacion de la variabilidad en otras escalas.
(Botella, 2013);(Westgard, 2013a).

, sd
CV(%) =>=x100
X
Ecuacion 3. Célculo del coeficiente de variacion.

Tomado de:(Botella, 2013)

Varianza (s?): Corresponde al cuadrado de la desviacion estandar. Valores mayores de varianza

corresponden a muestras que presenta mayor variabilidad. (Botella, 2013);(Westgard, 2013a).

2 Lim(@i=7)? (@0 -1)’+@-0)’+ .+ (2, =7
' n—1 n—1

Ecuacion 4. Calculo de la varianza.

Tomado de:(Botella, 2013)

La descomposicién de la varianza corresponde a la suma vectorial de las desviaciones en
relacion a la media muestral por el efecto combinado de las fuentes de desvio aleatorias como
son: variacion entre dias, entre corridas y dentro de la corrida segun sea el enfoque utilizado.
Esto se representa en la siguiente ilustracion, asi las flechas de una sola direccion representan
la magnitud y la direccién de las desviaciones generales (totales) y de tres fuentes especificas
de desviacion, las flechas delgadas y de dos cabezas representan las magnitudes de las
respectivas SD.(CLSI document EP05-A3, 2014, p. 05)
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lustracion 7. Descomposicion de la varianza.

Tomado de: (CLSI document EP05-A3, 2014)
2.2.4.3 Veracidad

La veracidad es la medida del error sistémico que expresa el grado de concordancia entre los
valores de la media aritmética de un grupo de resultados en relacién con un valor considerado

de referencia.

Para la evaluacion de la veracidad del método de analisis se utiliza:

- Porcentaje de recuperacion: Es la maxima cantidad de analito recuperado tras la medicion
con un método analitico. La medicion de la veracidad antes llamada exactitud se la puede
realizar usando un material de referencia o de no existir el material de referencia certificado
se basa en el uso de un blanco analitico al que se le afiade una cantidad conocida de analito.
La exactitud se expresa en porcentaje de recuperacion, el cual indica el porcentaje del valor
medio medido en relacion al valor tedrico (cantidad de analito afiadido).(Botella,
2013);(Westgard, 2013a).

R(%) = fx 100
K

Ecuacion 5. Porcentaje de recuperacion
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Ensayo de recuperacion: Estos estudios tienen alta prioridad cuando no hay otro método
analitico para efectuar un experimento de comparacion. El ensayo de recuperacion permite
determinar la inexactitud, especificamente el error sistémico proporcional. Este error
presenta una magnitud que aumenta conforme aumenta la concentracion del analito. La
causa principal de este error es la presencia de una sustancia en la matriz de la muestra que
reacciona de manera similar al analito, lo que ocasiona una competencia por el reactivo
analitico. (Westgard, 2013a).

2.2.4.4 Especificidad analitica

La especificidad analitica es la capacidad de un método analitico para emitir una sefial medible

debida solo a la presencia del analito, sin interferencia de otras sustancias.

Para la evaluacion de la veracidad del método de analisis se utiliza:

Ensayos de interferencia: Su propoésito es estimar la inexactitud, especificamente el error
sistémico constante por la falta de especificidad del método, debido a la influencia de
materiales que pudieran estar presentes en el espécimen a analizar. Se llama error sistémico
constante debido a que una concentracion especifica del material interferente causara casi
siempre una cantidad constante de error, sin importar la concentracién del analito.
(Westgard, 2013a). Por la complejidad de la matriz es vital demostrar que el método puede
medir especificamente solo la sefial proveniente del analito de interés sin interferencia de
otros componentes presentes de comportamiento similar al analizable. Al maximo de

selectividad se le llamada especificidad analitica.
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2.3 Marco conceptual

Adecuacion al proposito: Es el grado en el que los analitos, matrices, y concentraciones
pueden ser utilizados satisfactoriamente en un método, el cual se ajusta a las exigencias
estipuladas entre el analista y el cliente. Siendo entonces la adaptacion de un método para
un fin (Westgard, 2013).

Analito: Es un componente de interés analitico de una muestra. Se refiere a un elemento de
entidad tangible a la medida. Ejemplo: Masa de proteina en orina de 24 horas, proteina es
el analito. (Westgard, 2013).

Blanco: En condiciones ideales el blanco presenta todos los componentes de la muestra
madre excepto el analito. Se usan para evaluar cuanto de la sefial que se midi6 corresponde
en realidad al analito y cuanta a otras causas. (Westgard, 2013);(Skoog, West, & Holler,
2015)

Calibracién: Proceso de andlisis, en el cual se ajusta el instrumento para que establezca
una relacién entre la concentracion de la sustancia que esté siendo analizada y la respuesta
de medicién. (Westgard, 2013). (Skoog et al., 2015)

Corrida: Corresponde al conjunto de muestras que son medidas en forma continua,

manteniendo las condiciones experimentales del ensayo. (Westgard, 2013).

Diferencia permitida / error permitido: Corresponde a la dimension de la desviacion
analitica (resultante de todas las fuentes de variacion), la cual puede ser tolerada por el
usuario en un método ya que aun cumple con los requisitos medicos de la prueba. El error
permitido para una sola observacién presenta limites que estan dados por el valor objetivo

de la muestra + la dimensién analitica permitida. (CLSI document EP06-A., 2003)

Efecto de matriz: “Influencia de una caracteristica de la muestra, distinta del mensurando,
en la medicién del mensurando. NOTA: La viscosidad, la tension superficial, la turbidez, la
fuerza idnica y el pH son causas comunes de los efectos de la matriz.” (CLSI document
EPO7-A2, 2005)
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Error tipo I (o) o falso positivo: Corresponde al probable error que se comete cuando se
rechaza falsamente la hipdtesis nula, la cual indica que una sustancia no es “detectada” /
no “interfiere” por qué estd ausente en la muestra /porque no presenta mecanismo de
interferencia, siendo esta afirmacion verdadera, por lo cual no deberia ser rechazada la
hipotesis que la representa. (CLSI document EP07-A2, 2005)

Error tipo II (B) o falso negativo: Corresponde al probable error que se comete cuando se
acepta falsamente la hipdtesis nula, la cual indica que una sustancia no es “detectada” /
“interferente” por qué estd ausente en la muestra / porque no presenta mecanismo de
interferencia, cuando en verdad la sustancia si esta presente / si presenta interferencias, por
lo cual esta afirmacion representada por la hipétesis nula no deberia ser aceptada. EP17A2;
EPO7A2

Error analitico total: Mayor error tolerable sin pérdida de significancia clinica.

Corresponde a un intervalo que tiene un nivel de confianza del 90 al 95 %.

Especificidad analitica: Corresponde a la capacidad de un método analitico de cuantificar
el analito buscado pese a que existan otras sustancias interferentes, las cuales se espera que

estén en la muestra. (Westgard, 2013).

Grados de libertad/ degrees of freedom (DF): Los valores de un conjunto de datos que
tienen la posibilidad de variar después de haber sido puesta una restriccion a los mismos o

después que algunas relaciones lineas han sido impuestas sobre ellos. (De La Cruz, 2013)

Hipotesis alternativa: en el ensayo de interferencia corresponde a la hipétesis que debe
probarse para aceptar o rechazar la declaracion de que una sustancia causa interferencia

mayor que un limite especificado. (CLSI document EP07-A2, 2005)

Hipotesis nula: en el ensayo de interferencia corresponde a la hipétesis que se prueba a un

nivel de confianza especifica y que indica que no hay interferencia.

Interferencia: Una de las principales causas de sesgo presente en la medicidn de un analito
debido al efecto de un componente o caracteristica especifica de la muestra. Puede ser por

la falta de especificidad del método o por la presencia de un mecanismo de interferencia.
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Interferente enddgeno: Describe a una sustancia de origen fisioldgico que esta presente en
una muestra (p. ej., bilirrubina o hemoglobina) la cual actia como interferente en el analisis
de otra sustancia. (CLSI document EP07-A2, 2005)

Interferente exdgeno: Describe a una sustancia de origen extracorporal (p. €j., un f&rmaco
0 sus metabolitos, un conservante de muestra o un contaminante de muestra) que interfiere

con el analisis de otra sustancia en la muestra. (CLSI document EP07-A2, 2005)

Incertidumbre de medicion: Es un parametro no negativo que caracteriza la dispersion de
los valores de cantidad atribuidos a un mensurando, en cuyo intervalo se encuentra el valor
verdadero. Es un estimador directo de la exactitud de un resultado. (“ISO 9000:2015(es),

Sistemas de gestion de la calidad — Fundamentos y vocabulario”, s/f).

Intervalo de medicion/rango de medicion: Son valores de mensurando (en unidades
apropiadas para el mensurando) que pueden ser medidas por un determinado sistema de
medicion bajo un error instrumental dentro de los limites especificados, en los cuales los
errores por no linealidad, imprecisién u otras fuentes se encuentran dentro del limite. Suele

ser llamado rango reportable.

Magnitud (medible): Es un rasgo o propiedad de un cuerpo, sustancia o fenébmeno, que
puede expresarse mediante un nimero (cuantitativamente) y una referencia (“VIM”, 2012);
(Skoog et al., 2015).

Mensurando: Es la cantidad destinada a ser medida. Ejemplo: Masa de proteina en orina
de 24 horas; cantidad de sustancia de glucosa en plasma. En ambos casos el mensurando

corresponde a masa de. y cantidad de sustancia de.

Nivel de confianza: Corresponde a la probabilidad de que hayamos acertado al decir que
dentro del intervalo se encuentra el valor verdadero del pardmetro. Mientras que a la
probabilidad de fallar en esta afirmacion se le denomina nivel de significancia. El nivel de
confianza corresponde a (1 - a), que es probabilidad asociada con un intervalo de confianza.
La probabilidad generalmente se denota como un porcentaje: 100 (1 - o) %. Generalmente

se trabaja con un o de 0.05.
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Rango lineal/rango reportable/rango analitico/rango de trabajo: Corresponde al rango
en el cual los resultados son lineales debido a que el error no lineal es menor al objetivo de
error (CLSI document EP06-A., 2003)

Regresion de minimos cuadrados: Corresponde al método mediante el cual se ubica
estadisticamente la linea o curva que mejor se adapte a la distribucion de los datos, de tal
manera que la distancia vertical entre cada punto de datos y la linea de regresion sea la
minima (CLSI document EP06-A., 2003).

Sensibilidad analitica: La sensibilidad analitica de un sistema de medicién corresponde a
la pendiente de la curva de calibracion y no es indicador del limite de deteccion o del limite

de cuantificacion.

Sesgo: Diferencia (desviacion) entre la expectativa de los resultados de la prueba (valor
medido) y un valor de referencia aceptado (el valor verdadero de la magnitud de medida);
NOTA: El sesgo es una medida de veracidad (CLSI document EP15-A3, 2014).

Solucion estandar: Sustancias empleadas con fines de identificacion o calibraciéon, en la
cual esta presente una propiedad particular y por lo tanto puede utilizarse como referencia
de medida (Westgard, 2013); (Skoog et al., 2015).

Veracidad: Es una propiedad inherente, que indica la ausencia de un error sistémico.
(“ISO 9000:2015(es), Sistemas de gestion de la calidad — Fundamentos y vocabulario”,
s/f). Corresponde a la concordancia de un valor promedio en relacion con un valor
considerado de referencia. Generalmente se expresa en términos de sesgo que esta
inversamente relacionado con la veracidad (CLSI document EPO6-A., 2003; CLSI
document EP07-A2, 2005).
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

3.1 Disefio del estudio

El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo y transversal. El investigador no
controla las variables (observacional); descriptivo ya que permite recolectar informacion que
demuestre las relaciones de las variables a estudiar y transversal porque solo se realiza una

medicion de las variables sin seguir una evolucion de estas a lo largo del tiempo.

3.2 Pablacion

El material biologico requerido para el estudio preliminar de validacion del método se obtuvo
de la poblacion de pacientes adultos (entendidos como sujetos mayores de edad con libre
autonomia de decidir por cuenta propia y sin necesidad de terceros) con antecedentes de cancer
de tiroides tipo papilar sometidos a tiroidectomia total, los cuales acuden al Hospital

Oncoldgico SOLCA, Nucleo-Quito para revision y seguimiento.

3.3 Muestra, tamafio muestral y seleccion

3.3.1 Muestra

Las muestras biologicas utilizadas en los ensayos preliminares de validacion del método
corresponden a las soluciones de lavado de la aguja de puncion-aspiracion de ganglios
cervicales de pacientes con antecedentes de cancer de tiroides de tipo papilar sometidos a
tiroidectomia total que se encuentran en seguimiento en el Hospital Oncolégico SOLCA,

Nucleo-Quito y que cumplen con los criterios de inclusion establecidos para el estudio.

3.3.2 Tamafno muestral

El nimero de muestras bioldgicas que se utilizé en el estudio de validacion estan definidas en

las guias y protocolos CLSI para cada uno de los ensayos. La poblacién total correspondié a 17
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muestras bioldgicas (solucidon salina utilizada en el lavado de la aguja usada en la puncion y

aspiracion de ganglios) de las cuales 3 muestras fueron positivas para metéstasis y provinieron

de 2 punciones eco guiadas (ganglio izquierdo y derecho de un paciente y ganglio derecho de

otro paciente), 8 muestras de lesiones benignas reactivas (ganglios con hiperplasia reactiva) y

6 muestras negativas para malignidad. El total de la poblacidén permitié el desarrollo de cada

uno de los ensayos preliminares de validacion de acuerdo al tamafio muestral establecido en

cada uno de los protocolos del CLSI utilizados para el estudio.

- 30 alicuotas para el desarrollo del ensayo de precision y sesgo (nivel 1.2 ng/mL) (CLSI

document EP15-A3, 2014).

- 30 alicuotas del control comercial de tercera opinion para el ensayo de sesgo (nivel 7

ng/mL) (CLSI document EP15-A3, 2014).
- 32 alicuotas para el ensayo de linealidad. (CLSI document EP06-A., 2003).
- 30 alicuotas para el ensayo de interferencia. (CLSI document & EP07-A2, 2005).

3.3.3 Seleccién de la muestra

3.3.3.1 Criterios de inclusion

En cuanto al paciente y la patologia:

Pacientes adultos (entendidos como hombres y mujeres mayores de edad que tenga la
autonomia de decidir por cuenta propia y sin necesidad de terceras personas ser parte de
este estudio) con antecedentes de cancer de tiroides de tipo papilar, cuyos resultados
ecogréaficos referidos por el médico que solicita la puncion guiada por ultrasonido
evidencian posible metastasis a nivel de ganglios cervicales. Los pacientes concurren a
chequeo y seguimiento en el Hospital Oncoldgico SOLCA. La inclusion al estudio sera
posible solo si cumplen con la caracteristica de haber sido sometido a una tiroidectomia
total de glandula tiroides como parte de su tratamiento.

Pacientes que acepten libre y voluntariamente participar en el estudio y que hayan firmado
el consentimiento informado.

Pacientes que tenga la plena capacidad del ejercicio de su derecho de autonomia en la

decision y sin necesidad de terceras personas, de ser parte de este estudio.
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En cuanto a las muestras:

- Todas aquellas muestras conseguidas del lavado de aguja fina utilizada en la puncion y
aspirado de ganglios linfaticos cervicales presuntivos de metastasis; obtenidas mediante el
lavado con 3 mL de soluciéon salina al 0.9% y recogidas en un tubo primario sin
anticoagulante para su almacenamiento, transportadas al laboratorio dentro del lapso de 30
minutos para ser alicuotas y mantenidas en congelacion hasta el inicio del procesamiento

en el laboratorio.

3.3.3.2 Criterios de exclusién

- Toda muestra obtenida de ganglios cervicales provenientes de pacientes con cualquier otro

diagnostico diferente a cancer de tiroides de tipo papilar.
- Muestras resultantes de pacientes con tiroidectomia parcial o sin tiroidectomia.

- Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.

3.4 Operacionalizacién de las variables

Variables principales: linealidad, precision, veracidad, especificidad (interferencia).
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OBJETIVO Determinar la validez del método de electroquimioluminiscencia (ECLIA) en el equipo Cobas e 601 para la cuantificacion
GENERAL de tiroglobulina en solucién de lavado de aguja de aspirado de puncion ganglionar cervical en pacientes con cancer de
tiroides de tipo papilar del Hospital Oncoldgico SOLCA, Nucleo-Quito, durante el periodo agosto-septiembre 2018
VARIABLES DEFINICION TIPO DE DIMENSIONES INDICADOR TECNICA
PRINCIPALES. CONCEPTUAL VARIABLE
Rango lineal Es el rango en el cual los Cuantitativa Requisitos de Objetivo de linealidad < Ensayo de laboratorio

resultados son lineales
(capacidad de obtener una
relacion matematicamente
verificada en linea recta
entre un valor observado y
la verdadera
concentracion del analito
presente en la muestra)
debido a que el error no
lineal es menor al objetivo
de error. EP06-A

linealidad o error
permitido debido a
la no linealidad

10.4%

Magnitud de la no
linealidad en todos
los niveles de
concentracion

*Regresion  polinomial.
*Error estdndar de la
pendiente para el

coeficiente no lineal.
*Prueba t de los
coeficientes no lineales.
*Calculo de la desviacion
de la linealidad en cada
concentracion.

Contribucion
realizada por el
error aleatorio

Calculo de la diferencia
agrupada entre las
repeticiones

de acuerdo con la
guia EP06-A  del
CLSI.
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Imprecision

Es un indicador del error
aleatorio de un analisis.
Indica el grado de
concordancia  existente
entre los valores analiticos
de ensayos independientes
que se han obtenido en
condiciones especificas

Cuantitativa

Determinacion de la
desviacion estandar
0 CV% en
condiciones de
repetibilidad

Verificacion con  las
estimaciones del
fabricante o UVL (Limite
de verificacion). Objetivo
de calidad para precision
intracorrida < 5.47%.

Determinacion de la
desviacion estandar
0 CV% en
condiciones de
precision
intermedia

Verificacion con  las
estimaciones del
fabricante o UVL (Limite
de verificacion). Objetivo
de calidad para precision
intracorrida < 7.23%.

Estimacion del
andlisis de varianza
ANOVA una via.
Ensayo de laboratorio
de acuerdo a guia
EP15-A3 del CLSI.

Veracidad (sesgo en
base a un material de
concentracion
conocida)

Corresponde a la
diferencia entre la media
de un conjunto de
mediciones y un valor de
referencia.

Cuantitativa

Magnitud de la
diferencia entre el
valor medido y el
valor de referencia.

intervalo de verificacion
asociado a una
probabilidad

incertidumbre expandida

criterio de calidad
expresado como el 10.4%
de la media del material de
referencia

Ensayo de laboratorio
de acuerdo a guia
EP15-A3 del CLSI
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Especificidad
(interferencia)

Una de las principales Cuantitativa

causas de sesgo presente
en la medicion de un
analito debido al efecto de
un componente 0
caracteristica especifica de
la muestra. Puede ser por
la falta de especificidad
del método o por la
presencia de un
mecanismo de
interferencia.

Resultados de
prueba
diferencias
pareadas

la La diferencia observada
de (media de prueba - media

del control) debe ser
menor al punto de corte
(que indica que hipdtesis
se acepta) o el limite
inferior del intervalo de
confianza del 95% debe
ser menor al punto de
corte.

Recuperacion dentro de +
10% del valor inicial para
muestra < 2 ng/mL o de +
25% del valor inicial para
muestras > 2 ng/mL).

Ensayo de laboratorio
de acuerdo a guia

EPO7-A2 del CLSI
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3.5 Etapas del proceso de investigacion

La presente investigacion referente a la validacion preliminar de un método se desarrollo en
cinco fases; tuvo una duracion de 2 meses debido a que la frecuencia de recoleccion de las
muestras bioldgicas dependia, como se mencion6 anteriormente, de la solicitud que realice el
meédico tratante al considerar necesario realizar la PAAF apoyado por los examenes de imagen

y anamnesis. El cronograma de trabajo se adjunta como (Anexo 1).

351 PRIMERA FASE

Previo a la ejecucion de la investigacion fue necesario solicitar la evaluacién del estudio al
Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de SOLCA Nucleo-Quito, el cuél emiti6
su respuesta definitiva el 18 de junio de 2018 (Anexo 2). Posteriormente se realiz6 los tramites
en el Ministerio de Salud Publica, quien emitié su autorizacion el 19 de Julio de 2018 (Anexo

3).

3.5.2 SEGUNDA FASE

Recoleccion y conservacion de muestras bioldgicas

La recoleccion de muestras bioldgicas inici6 el 23 de julio de 2018. Los individuos de los cuales
se obtuvo las muestras bioldgicas, correspondieron a los pacientes que acudieron al hospital
SOLCA Ndcleo-Quito a la cita de seguimiento y control luego de haber recibido tratamiento
por cancer de tiroides de tipo papilar. Su inclusion al estudio fue exclusiva a la caracteristica de
haber sido sometidos a una tiroidectomia total de tiroides. Los pacientes que formaron parte de

la investigacion fueron aquellos que aceptaron libre y voluntariamente participar en el estudio.

En la atencidn sanitaria habitual, cuando el médico tratante sospecha de la posible aparicion de
metastasis durante el seguimiento por CPT solicita realizar un examen ecografico con el
objetivo de detectar criterios de malignidad de los nddulos como: hiper-ecogenicidad, cambios
quisticos, ecogenicidad heterogénea, calcificacion, forma redondeada (relacion de diametro
longitudinal / transversal <1.5), vascularizacion anormal y pérdida de hilio ecogénico, datos
que contrarrestan las caracteristicas correspondiente a un ganglio normal, el cual se manifiesta
en la ecografia como sélido, con forma oval alargada, hilio bien reconocible e hipo-ecoico. Al

respecto es importante mencionar que las caracteristicas ecograficas mas confiables para

38



detectar metéstasis recurrente en ganglios por carcinoma papilar de tiroides son el contenido
quistico, el contenido hiperecoico y la ausencia de hilio, pero no la calcificacion o el indice de
Solbiati <2 (Jiang et al., 2018). Si los criterios ecograficos son sospechosos, los pacientes son
direccionados al laboratorio de citologia de SOLCA Nucleo-Quito donde previo a la toma de
muestra reciben una explicacion por parte del médico anatomopatélogo acerca del
procedimiento y la técnica PAAF, sus beneficios y posibles complicaciones. En esta etapa la
auxiliar de enfermeria le entrega al paciente el consentimiento informado para obtener la firma

de autorizacion de la puncién.

Puesto que las citas para las punciones se agendan con anticipacion, se conocio de ante mano
el nimero de pacientes diarios que cumplian con los criterios de inclusion a la investigacion, es
asi como la intervencion del investigador se dio después de que el paciente autorizo la puncién.
De inmediato se le inform6 al paciente que el liquido resultante del lavado de la aguja fina
con la que se aspir6 el ganglio de forma rutinaria se desecha y que la puncion que le
realizaron es independiente del estudio. Posterior se le planted la posibilidad de contar con su
consentimiento para el uso de esta solucion de lavado de la aguja de puncion-aspiracion en el
proyecto de investigacion titulado “Validacién del método CLIA para cuantificacion de
tiroglobulina en solucion de lavado de aguja utilizada en el aspirado de puncion ganglionar
cervical en pacientes con cancer de tiroides papilar del Hospital Oncoldgico SOLCA, Nucleo-
Quito, durante el periodo agosto-septiembre 2018”; se le explico con detalle cuéles seran los
procedimientos, fines del estudio y como se asegurara la confidencialidad de los datos del
mismo. Se indico que la muestra biolégica sobrante serd eliminada siguiendo la normativa
vigente en el laboratorio clinico para la eliminacién de residuos bioldgico, aclarando que las
muestras no seran almacenadas para futuras investigaciones. Si el paciente estuvo de
acuerdo en participar en el estudio de manera libre y voluntaria, se le present6 el consentimiento
informado adaptado de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y del Ministerio de Salud
Publica del Ecuador (Anexo 4), el cual fue leido por el paciente, firmado por el mismo y

entregado al investigador. En todo momento se respetd las decisiones de cada participante.

La técnica de puncion y aspiracion con aguja fina eco dirigida es realizada rutinariamente por
la doctora Blanca Rosales, jefe del laboratorio de Citologia o por el doctor Ivan Araujo, médico
anatomopat6logo, ademas de contar con la presencia de un médico interno que guia la puncion
con el ecografo. Aunque el proceso de extraccion de muestras no es un procedimiento que se

realizé especificamente para la presente investigacion, es importante indicar que en la practica

39



asistencial se cumplié con todos los protocolos para precautelar la seguridad de los pacientes
de acuerdo con la normativa vigente en la institucion para los procedimientos de PAAF.

La técnica para la toma de muestra se realiza habitualmente en base a las guias internacionales
y protocolos establecidos en el laboratorio. El laboratorio de citologia utiliza para la PAAF una
aguja de 1.5 a 2.5 cm de longitud y 0.4 a 0.6 cm de didmetro o calibre 23 que es la mas citada
en bibliografia (Shin et al., 2015). La técnica consiste en dirigir la aguja hacia la lesion a través
del plano de corte del ecografo controlando siempre el avance de la aguja con el fin de cambiar
su trayectoria en caso de necesidad (Anexo 5) (Leenhardt et al., 2013). El material biolégico
resultante de la puncion y aspiracion es utilizado para realizar frotis en placas porta objetos para
posteriormente realizar los procedimientos habituales de procesamiento y tincidn de la muestra,

su observacion en el microscopio y diagndstico citoldgico.

Para la recoleccion se utilizd un tubo de plastico tapon hemogard, sin anticoagulante; la
solucion salina al 0.9 % fue alicuotada en volimenes de 3 mL y refrigerada a una temperatura
de 2 a8 °C con el objetivo de evitar su contaminacion (Anexo 6), para dispensar el volumen de
cada alicuota se utilizé una pipeta certificada (Anexo 7), (Anexo 8).

Para los fines de esta investigacion, la aguja fina utilizada en la puncién del ganglio cervical se
lavé con 3 mL de solucion salina al 0,9% (Grani & Fumarola, 2014) llevando a cabo una triple
accion de bombeo de acuerdo a los reportes descritos por Borel et al.,(2008), donde se menciona
ademas que con esta técnica se logra lavar el 97% de Tg fuera de la aguja. El personal encargado
de la toma de muestras recibio y firmé un POE con el fin de asegurar el cumplimiento de la
técnica de recoleccion. Una vez obtenida la muestra, esta fue rotulada con un codigo Unico de
identificacion de acuerdo con el ensayo para el cual seria usada la muestra (ejemplo: muestra
1, linealidad, 05/06/2018; 8am); el investigador trasport6 las muestras al laboratorio clinico de
SOLCA Nucleo-Quito a temperatura ambiente en un lapso de 30 minutos. Las muestras se
centrifugaron a 3500 rpm x 10 minutos con el fin de evitar interferencia analitica por restos de
tejido y hemolisis. Se realizaron alicuotas en volumenes de 200 ul c/u dentro de un lapso de 30
minutos. Las alicuotas se conservaron respetando los limites de estabilidad de la muestra segin
la variacion de temperatura: 48 horas a 15-25 °C, 72 horas a 2-8 °C, més de un mes a -20 °C.
Debido a la poca afluencia de pacientes que cumplian con los criterios de inclusion al estudio
ciertas muestras fueron conservadas a -20°C hasta lograr el “n” necesario para empezar el

primer ensayo. Se recopilaron los registros de control de temperatura de las refrigeradoras y

40



congeladores del laboratorio clinico. Con la intencidn de estandarizar el proceso de preanélisis,
se realiz6 un diagrama de flujo con sus respectivos registros. (Anexo 9).

3.5.3 TERCERA FASE
Recoleccion de datos en los registros de historias clinicas de los individuos de los cuales se
obtuvo las muestras bioldgicas.

De acuerdo con lo mencionado previamente, el plan de investigacion se sometio a aprobacién
por el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de SOLCA Nucleo-Quito, entidad
reconocida por el MSP para este proceso. Una vez aprobada la investigacion, el CEISH de
SOLCA Nucleo-Quito inform6 al Departamento de Registro Hospitalario de SOLCA Ndcleo -
Quito y al Departamento de Estadistica su resolucién, con lo cual se pudo recabar datos
especificos, como fue el nimero de la historia clinica para la codificacion, el antecedente
diagndstico y los resultados de la citologia de la puncién eco dirigida. En todo momento se
respetd la confidencialidad de los datos de los individuos de los cuales se obtuvo las muestras

bioldgicas que fueron utilizadas para el estudio.

354 CUARTA FASE

Del 6 de abril al 14 de mayo de 2018 se llevo acabo la fase de familiarizacién con el método y

manejo del equipo Cobas 6000, modular e 601. Las actividades de aprendizaje se detallan en

el (Anexo 10).

Con el fin de controlar todos los procesos analiticos se cre6 diagramas de flujo para resumir
tareas de rutina necesarias para preparar el analizador Cobas e 601. Se dio prioridad a procesos
de calibracion y sustitucion de kits de Tg. (Anexo 11). Durante el proceso de validacion
preliminar del metodo se generaron registros de mantenimiento preventivo, conductividad

eléctrica, calibracion, control de calidad, registro de reactivos y consumibles. (Anexo 12)

3.55 QUINTA FASE

En esta fase se realizd una revision bibliografica de la base de datos CLIA y Variabilidad
Bioldgica. El objetivo fue establecer criterios de calidad que permitan mantener los resultados

de desempefio analitico dentro de la utilidad clinica.
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3.5.5.1 Criterios de calidad

La vision general para los objetivos de desempefio analitico se deriva de la base de datos de
Variabilidad Bioldgica (nivel de desempefio deseable). La tabla 2 muestra los objetivos de
calidad para precision, sesgo y error total. En la lustracion 8 se puede evidenciar las formulas

utilizadas en el célculo de las diferentes especificaciones de calidad.

Tabla 2
Obijetivos de calidad para Tiroglobulina

Especificaciones deseables para Tiroglobulina (suero).

Variacion Biolégica Error Total %
CV% dentrodel  CV%entre  (l) Precisién (B) Sesgo
sujeto sujetos (%) (%) 21.9%
14 % 39% 7% 10.4%

Nota:
Tomado de “Desirable Biological Variation Database specifications - Westgard”, slf)

1<0.5CV,,
B <0.25 (CV,>+CVy?)”
TE <1.6514+B (a<0.05)
TE <2.3314+B (a<0.01).

lustracion 8. Criterios de calidad deseables para
precision (1), sesgo (B) y error total (TE).

Tomado de(C. Ricos, V. Alvarez, F. Cava, J. V, 1999)
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3.5.6 SEXTA FASE

El plan experimental fue ajustado para considerar ciertas caracteristicas Unicas del método y
del analito y considerando informacion ya disponible en la literatura. De acuerdo con el
cronograma de trabajo, el primer ensayo realizado fue la determinacion de la linealidad (rango
lineal), seguido de experimentos simultaneos de estimacion del sesgo y precision. Finalmente
se evaluo la especificidad del método por medio de un ensayo de interferencia. Cada una de
las guias utilizadas parten de un protocolo estandarizado por el CLSI. A continuacion, se
describe la metodologia experimental utilizada en los ensayos descritos. La metodologia fue

adecuada a las condiciones de trabajo experimental.

3.5.6.1 Adaptacion de la guia EP06-A CLSI. Ensayo de evaluacion de la linealidad de

un procedimiento de medicion cuantitativa.

1. Alcance

La guia expuesta permite establecer, verificar y demostrar el rango lineal. ElI enfoque
polinomial descrito en la version aprobada de la guia no tiene el objetivo de identificar las
causas de la no linealidad significativa. Se utilizan diluciones elaboradas a partir de muestras
madres. El protocolo busca evaluar la linealidad aislada de las condiciones de precision y
veracidad tanto como sea posible. La falta de precision de ciertos métodos puede ser un
obstaculo para la aplicacién de la metodologia expuesta, razén por la cual el protocolo incluye

una verificacion de la repetibilidad.

2. Criterio de aceptabilidad

El enfoque expuesto requiere establecer los objetivos de error no lineal, para lo cual se tomé en

cuenta lo descrito en la guia EP06-A2:

Las metas de linealidad deben derivarse de los objetivos de sesgo, y deben ser menores o
iguales a esos objetivos. Cuando se desconocen las concentraciones de las muestras de
prueba, los objetivos de calidad deben ser expresados en porcentaje. (CLSI document EP06-
A., 2003)
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En consecuencia, el objetivo de linealidad es < 10.4 % de acuerdo a lo expuesto en la base de
datos de Variabilidad Bioldgica para el analito Tg.(“Desirable Biological Variation Database
specifications - Westgard”, s/f)

3. Objetivo

Representar un proceso estadistico que permita conocer la (s) concentracion (es) en las cuales

el método carece de linealidad y la magnitud de no linealidad en ese nivel de concentracion.

4. Descripcion del Enfoque Experimental

Se utiliza el método polinomial propuesto por Kroll et al. Para llevar a cabo la evaluacion
polinémica se asume que el conjunto de datos no es lineal. Este enfoque es paramétrico, por lo
cual se asume que los puntos de datos pueden ser descritos por una ecuacion matematica
representada por una linea o curva, y que existe una distribucion normal del error aleatorio. La

interpolacion de puntos experimentales no se afecta si la curva de mejor ajuste es o no lineal.

El método consiste en dos partes:

- Se examina si un polinomio no lineal se ajusta mejor a los datos que un polinomio lineal.
- Si el polinomio no lineal se ajusta mejor que el polinomio lineal se evalla si la diferencia
entre el polinomio lineal y el no lineal que mejor se ajusta es < el sesgo permisible para el

método (objetivo de error no lineal).
5. Requisitos de tiempo
El analista debe estar familiarizados con el funcionamiento del sistema, debe asegurarse que el
equipo este bajo control, calibrado, y que las diluciones sean preparadas correctamente. Los
resultados para un solo analito deben ser recabados en un solo dia.

6. Condiciones experimentales

Para el desarrollo del experimento de linealidad se tomaron en cuenta las directrices indicadas
en la guia EP06-A:
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Los desarrolladores de nuevos métodos que buscan establecer rangos lineales (incluidos los
fabricantes y laboratorios que modifican los métodos existentes) deben usar 7 a 11
concentraciones en todo el rango de medicion previsto. Los experimentos deben usar de 2 a
4 réplicas en cada nivel, dependiendo de la imprecision esperada. (CLSI documento EP06-
A., 2003)

Los esquemas que representan la dilucion de muestras con 5 a 11 concentraciones
proporcionales se adjunta como (Anexo 13). Para el desarrollo de este ensayo se trabajé con 11
concentraciones representativas del rango de medicion previsto, las cuales se formaron con 4
muestras (2 muestras del mismo paciente a una concentracion alta y 2 muestras del mismo
paciente a una concentracion baja), no se necesitd conocer las concentraciones de los pools
antes de tiempo, pero de ser necesario estas se podian calcular de la formula Concentracion =
(vy *Cy + vy %Cy) / (v +v3), la matriz de las muestras se eligieron de acuerdo con la
disponibilidad de materiales y en base a lo descrito en apartados posteriores referentes a la
jerarquia de matrices aceptables para las muestras. Se contd con 6 mL resultantes de dos
muestras del mismo paciente con el fin de lograr un volumen suficiente que permita las 2
réplicas en todos los puntos, crear concentraciones intermedias y disponer de un volumen de

250 pL para el pipeteo del equipo

La matriz debia ser similar a las muestras que se utilizarian en el laboratorio. Las muestras no
debian presentar interferencias conocidas como son: ictericia, lipemia o hemdlisis. “Si no se
puede cumplir esta condicidn, el informe final debe indicar cualquier tratamiento de muestra o
tipo de matriz utilizado en la evaluacion”(CLSI document EP06-A., 2003). Para el desarrollo
del ensayo las muestras fueron sometidas a un pretratamiento de centrifugacion a 3500 rpm x

10 minutos, para eliminar restos de tejido y hemolisis.

La jerarquia de matrices aceptables se muestra a manera de lista en orden de su validez.

- Conjunto de muestras de pacientes

- Conjunto de muestras de pacientes diluidas con un diluyente recomendado por el

fabricante.
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- Conjunto de muestras de pacientes complementadas con el analito de interés.

(matriz utilizada en el estudio).
- Uso de un control comercial, material de calibracion o linealidad.

- Conjunto de muestras diluidas con solucién salina u otro diluyente diferente al

recomendado.

- Controles comerciales subdiluidos o sobrediluidos.

La matriz ideal corresponde al conjunto de muestras de un paciente que tiene una concentracion
de analito (Tg) cercana al limite maximo reportable, diluida con el conjunto de muestras de otro
paciente que presenta una concentracion de analito (Tg) en el limite inferior esperado o
evaluado. Si bien se conoce que el carcinoma papilar de tiroides afecta a ganglios linfaticos
cervicales del 3 al 30% después de la cirugia, en la atencion sanitaria habitual que se llevé a la
par en los meses de estudio solo se obtuvo 3 muestras positivas para metastasis provenientes de
dos punciones eco guiadas (ganglio izquierdo y derecho de un paciente y ganglio derecho de
otro paciente), 8 muestras de lesiones benignas reactivas (hiperplasia reactiva) y 6 muestras
negativas para malignidad. Por esta clara limitacion en la toma de muestras la posibilidad de
usar la matriz ideal fue descartada y se decidié trabajar con la matriz que correspondia al
conjunto de muestras de pacientes complementadas con el analito de interés. En este

contexto la guia EP06-A menciona en su apartado 4.3.3 que:

El material suplementario que contiene el analito no necesita ser de alta pureza si no hay
sustancias interferentes. Si hay sustancias interferentes presentes, deben tenerse en cuenta
(fuente, pureza y efecto anticipado) en el informe. Si se utiliza una solucién concentrada de
analito para suplementar el conjunto, diluya lo menos posible el grupo de muestra del
paciente (menos del 10%, como guia) y documente el disolvente. (CLSI document EP06-A.,
2003)

En este sentido se tomo las recomendaciones de la guia para la determinacion de la materia
prima del material utilizado para complementar la muestra. Se describe que la naturaleza de los
constituyentes del material complementario, sus aditivos y estabilizantes pueden causar un
efecto, por lo cual se tuvo como prioridad mantener la proteina de origen humano sobre

proteinas de otras especies para garantizar sus propiedades fisicas y quimicas.
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El conjunto de muestras que se utilizo en el estudio correspondid a pacientes con cancer de
tiroides tipo papilar sometidos a tiroidectomia total, cuyos diagndsticos citologicos de la
puncion de ganglios fueron descritos como lesion benigna hiperplasica o negativo para
malignidad, en otras palabras, muestras blanco. EI material suplementario con el que se decidio
trabajar fue material usado para calibrar el test de Tg (Anexo 14) cuya naturaleza corresponde
a una matriz de suero equino liofilizado al que se le afiadié Tg en dos niveles de concentracion
(0.15 ng/mL y 180 ng/mL aproximadamente). Es importante mencionar que el tipo de Tg
utilizado en los calibradores es una preparacion de Tg humana altamente purificada calibrada
frente al material de referencia certificado BCR 457, la trazabilidad para el calibrador 1 es 0.254
ng/mL con incertidumbre de 0.011 y una trazabilidad para el calibrador 2 es 170 ng/mL y una

incertidumbre de 1.605 ng/mL.

7. Rango analitico de trabajo

Las declaraciones de rendimiento del fabricante fueron consideradas al momento de establecer
el rango analitico en el que se iba a trabajar con el fin de tener una estimacion de los valores

maximo y minimo validados. En el apartado 4.6 de la guia se indica que:

Si las afirmaciones de rango lineal o rango de medicion no son validas para las
concentraciones elegidas, se debe realizar un nuevo analisis con concentraciones mas
apropiadas; o si se analizan cinco o méas concentraciones de analito, los datos del pool
terminal (si corresponde) se pueden eliminar y el rango se puede acortar de manera
apropiada. (CLSI document EP06-A., 2003)

Esta recomendacidn se tomo durante el transcurso del ensayo, mas no se llevo a la préactica por
que el rango lineal era demasiado amplio para nuestros fines (el intervalo descrito por el
fabricante corresponde a 0.04-500 ng/mL, definido por el limite de deteccion y el maximo de
la curva master). Sin embargo, el valor de 0.04 ng/mL fue acogido como el limite inferior de
linealidad puesto que la evaluacion experimental planteada consistia en la determinacion de la
linealidad en zonas cercanas a 1.0 ng/mL de acuerdo a la publicacion realizada por Moon
etal.,(2013), en la que se menciona que el valor de corte 6ptimo de FNA-Tg en la cual se puede
distinguir los GLC malignos de los GLC benignos fue de 1.0 ng / mL (sensibilidad, 93.2%;
especificidad, 95.9%). El rango de trabajo tuvo también en consideracion la publicacién de

Zhao et al., (2017), en la cual se menciona que el punto corte en carcinoma papilar de tiroides
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para pacientes sin tiroides corresponde a 9,71 ng/FNA. Valor que coincide con lo expuesto por
la American Thyroid Association (ATA) que describe 3 puntos de corte para CDT.

- “Tgalta” “positivos” para valores por encima de 10 ng / FNA.

99 ¢¢

- “Tgbaja” “comparar con los resultados de la citologia” para valores que son detectables

en un rango de 1-10 ng / FNA.

- “Tgindetectable” “normal” para valores por debajo de 1 ng / FNA.

8. Desarrollo del experimento de linealidad

Las diluciones establecidas para 11 niveles de concentracion se describen a continuacion.

Tabla 3
Esquema de dilucion para 11 niveles

NIVELES MUESTRAS

1 Solucién madre (Low)

2 900 pL de (L) 100 pL de (H)
3 800 pL de (L) 200 pL de (H)
4 700 pL de (L) 300 pL de (H)
5 600 pL de (L) 400 pL de (H)
6 500 pL de (L) 500 pL de (H)
7 400 pL de (L) 600 pL de (H)
8 300 pL de (L) 700 pL de (H)
9 200 pL de (L) 800 L de (H)
10 100 pL de (L) 900 pL de (H)
1 Solucion  madre

(High)

Tomado de: (CLSI document EP06-A., 2003)
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Los materiales utilizados en la preparacion de las soluciones madre se describen en la Tabla 4.

Los calibradores de 1 mL c/u fueron afiadidos en su forma reconstituida a 6000 pL de muestra

blanco. El calibrador de 0.150 ng/mL (Low) permiti6 la formacion de la “solucion madre de

concentracion baja”, el calibrador de 180 ng/mL (High) dio lugar a la “solucion madre de

concentracion alta”. Las concentraciones teoricas de estas soluciones se calcularon con la

férmula Concentracion = (v, * C; + v, * C,) / (v1 + v,), los resultados fueron: 0.02 ng

/mL para la solucion de concentracion baja y 27 ng/mL para la solucién de concentracion alta,

estas concentraciones fueron consideradas como los limites del rango de trabajo. Las muestras

se analizaron en secuencia aleatoria y agrupadas de acuerdo con el nivel (2 réplicas por nivel

de concentracion fueron procesadas en un solo rack de muestras). Se utilizé cubetas Hitachi

de 2.5 mL, cada cubeta contenia 250 pL de muestra.

Tabla 4

Materiales utilizados en la preparacién de soluciones madre

MATERIALES

Caracteristicas

1 calibrador Tg
CalSet de

concentracion baja

1 calibrador Tg
CalSet de

concentracion alta

4 muestras

Frasco liofilizado que se reconstituyd con 1 mL de agua
destilada nivel analitico. Concentracion nominal de 0.150
ng/mL. Lote # 276694. trazabilidad 0.254 ng/mL con
incertidumbre de 0.011.

Frasco liofilizado que se reconstituyd con 1 mL de agua
destilada nivel analitico. Concentracién nominal de 181 ng/mL.
Lote # 276694. Trazabilidad 170 ng/mL con incertidumbre de
1.605 ng/mL.

Las muestras provenian de 2 pacientes que fueron sometidos a 2
punciones cada uno (ganglio derecho e izquierdo). Los
resultados citoldgicos diagndsticos de la puncion de los ganglios
fueron descritos como negativos para metastasis con valores de
Tg serica indetectables (muestras blanco) y resultados < 0.04

ng/mL confirmados en el equipo Cobas e 601.

Elaborado por: (Suasnavas C. )
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El equipo Cobas 6000 modular e 601 est& configurado para reportar valores a partir de su limite
de deteccidn (0.04 ng/mL), razon por la cual se evidencio la censura de datos a concentraciones
menores, asi el nivel 1 de concentracion tedrica 0.02 ng/mL fue reportado como < al test < 0.04
ng/mL, por este antecedente que ocasiono la ausencia del valor de concentracion del nivel 1, se
decidio realizar un segundo ensayo pero con un rango de concentracién mas estrecho que
abarcaba al limite de deteccion y el valor critico para la toma de decisiones en pacientes con
cancer papilar de tiroides (1 ng/mL). La solucion de concentracion baja fue una muestra blanco
(solucion salina al 0.9 %) resultante del lavado de la aguja utilizada en la puncion y aspiracion
de un ganglio, cuyo resultado citoldgico fue negativo para metéastasis y con un valor teérico
<0.04 ng/mL de Tg. El esquema utilizado se describe en la Tabla 5.

Tabla 5
Esquema de dilucion para 5 niveles

NIVELES MUESTRAS

Solucion madre

1 de concentracion

baja (L)
2 750 L de (L)  + 250 pL de (H)
3 500 uLde (L)  + 500 pL de (H)
4 250 L de (L)  + 750 L de (H)

Soluciéon madre
5 de concentracion
alta (H)
Tomado de: (CLSI document EP06-A., 2003)

9. Evaluacion de datos y demostracion del rango lineal

Los resultados experimentales fueron evaluados en base al siguiente patrén gradual.

- Se examinaron los datos con el fin de identificar errores.

- Puesto que los errores no fueron evidentes, se realiz6 una grafica de los resultados con

la variable de respuesta (Y) y con la concentracion de la muestra (X).
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- La gréfica permiti6 la observacion de las desviaciones de la linealidad y la evaluacion

de los datos atipicos.

- Con el fin de identificar las diferencias en cada nivel se evaluaron las pendientes del
segmento.
En la siguiente etapa se realizd la regresion polinomial para polinomios de primer, segundo y
tercer orden con los resultados obtenidos. Se utilizé el programa IBM SPSS Statistics version
24.

El anexo 15 describe el diagrama de flujo para la estimacion de la linealidad.
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3.5.6.2 Adaptacion de la guia EP15-A3. Verificacion de la precision y estimacion del

Sesgo

El protocolo permite verificar simultaneamente la precision de un procedimiento de medicién
(repetibilidad, precision dentro del laboratorio) y la veracidad del mismo en relacion a un
material de concentracidn conocida, esté disefiado para proteger al usuario de fallar mas del 5%
como resultado del azar. Es aplicable, entre otras situaciones, a aquellas en las que existe un
desempefio de precision pre establecido por el fabricante o resultados de precision publicados
que se desarrollaron utilizando la guia CLSI EP05. Este documento no pretende validar el
rendimiento de precision. Sin embargo, se conoce que previo a un estudio mas profundo de
precision es necesaria una verificacion inicial con el objetivo de detectar datos estadisticos que
evidencien un funcionamiento no esperado del sistema. La evaluacion de precision con un
experimento con mayores dias, mayores réplicas y mayores variables no puede iniciar hasta que
las inquietudes resultantes del estudio preliminar se hayan resuelto. Se describe que el uso del
instrumento y los lotes de productos especificos (reactivo, calibrador, reactivos genéricos del
sistema, etc.) que se usaran en el estudio de evaluacion de precision deben ser replicados en el

estudio preliminar.

La estimacion del sesgo se la realiza en base a los resultados del experimento de precision
siempre y cuando el material probado tenga un valor target asignado. La eleccion del material

depende del propésito del usuario para estimar el sesgo.

Siempre que la precision y la veracidad sean evaluadas como aceptables es posible la estimacion

del error analitico total.

1. COMPROBACION DE LA PRECISION

1.1 Descripcion del enfoque experimental

El método propuesto para la estimacion de la imprecision es el analisis de varianza
unidireccional (ANOVA una via) para cada muestra. El objetivo es dividir la variabilidad total
del conjunto de datos para una muestra en niveles dentro del grupo y entre grupos. El factor de

agrupacion utilizado es “corrida”.
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1.2 Criterio de aceptabilidad

Para establecer los objetivos de calidad se tomo en cuanto los valores de precision expuestos
por el fabricante. Los resultados experimentales de precision deben ser menor o igual a la
precision emitida por el fabricante. Para saber si los criterios expuestos por el Fabricante estan
dentro del desempefio admitido se usé el criterio CLIA para rendimiento aceptable, el cual

menciona que se puede aplicar el ET para definir criterios de calidad:

- La SD intracorrida debe ser 1/4 (0. 25) 0o menos del ET (21.9%)
547 %
- La SD entre corrida deber ser 1/3 (0.33) o0 menos del ET (21.9%)
7.23%
Se menciona que los objetivos de precision también pueden indicarse como “la imprecision
méaxima permitida, SD y / o CV expresados como porcentaje (% CV) en cada concentracion de
analito que se analizard.”(CLSI document EP15-A3, 2014, p. 10)

1.3 Requisitos de tiempo

El experimento dura cinco dias, el trabajo se puede completar en una semana, de ser preciso se
pueden adicionar dias si se necesita una mayor confiabilidad. No es necesario que los dias sean

a calendario seguido.

1.4 Desarrollo del experimento de precision

1.4.1 Muestras

La eleccidn de las muestras se la realizd en base a la recomendacion citada en el apartado 2.3.1

de la guia EP15-A3 en el que se menciona:

Son necesarias por lo menos dos muestras para el estudio, preferiblemente muestras de
pacientes individuales o materiales de control de calidad comerciales. Las muestras deben
tener diferentes concentraciones, preferible aquellas que representan puntos de decision
clinica o limites de referencia, o simplemente caer en regiones normales y anormales. (CLSI
document EP15-A3, 2014)
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El enfoque anteriormente expuesto y en conjunto con las directrices mencionadas en la guia
acerca de la atencién que se le debe prestar a la imprecision esperada en los niveles evaluados
por el fabricante asintieron la eleccion de 2 niveles de concentracion, los cuales correspondieron

al.2ng/mLy7ng/mL.

La eleccion de muestras con niveles cercanos a los informados por el fabricante permite la
identificacion de las reclamaciones relevantes. Se debe evitar los niveles extremos pues
estos requieren una extrapolacion mas alla del intervalo abarcado por el fabricante, ademas
de que algunas réplicas podrian proporcionar resultados fuera del intervalo de medicidn.
(CLSI document EP15-A3, 2014).

La concentracion de 1.2 ng/mL fue codificada como NIVEL 0, correspondié al valor méas
cercano al punto de corte para CPT, el desvio estdndar esperado e interpolado en los valores de
desviacién estandar del fabricante fue de 0.035 ng/mL en condiciones de repetibilidad y 0.110
ng/mL en condiciones de precision intermedia. Para el desarrollo del experimento fueron
necesarios 6 mL de muestra obtenidas de 2 punciones (2 pacientes con antecedentes de CPT).
Puesto que no se pudo contar con suficientes punciones positivas se decidié trabajar con
muestras blanco que provenian de pacientes con cancer papilar de tiroides (CPT) sometidos a
tiroidectomia total con resultados citolégicos descritos como negativos para metastasis 0 como
hiperplasia reactiva y valores de Tg sérica indetectables. Para aumentar la potencia del
diagndstico, se decidié medir Tg en el liquido del lavado de la aguja, el valor encontrado para
todos los pacientes blanco fue <0.04 ng/mL < test. El pool de muestras blanco fue suplementado
con el calibrador Tg Calset de 180 ng/mL (el mismo lote utilizado en el ensayo de linealidad).
El calibrador fue reconstituido en ese momento. El esquema de preparacion de la solucién
suplementada se basé en el uso de la ecuacion C1*V1=C2*V2. Para el proceso de alicuotado
la solucion madre ajustada a 1.2 ng/mL fue homogenizada 10 veces por inversion, enseguida
se realizaron 10 alicuotas de 200 pL cada una, nuevamente la solucion fue homogenizada y
otras 10 alicuotas fueron realizadas, este proceso se lo replicd una tercera vez. En total se
realizaron 30 alicuotas de 200 pL cada una, las cuales fueron etiquetadas y congeladas a -20
°C.

El nivel de concentracion 7 ng/mL fue un control comercial de tercera opinion (Lyphochek

Immunoassay Plus) de la casa comercial Bio-Rad, la asignacion del valor de referencia se la
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hizo usando la media estimada del grupo de pares (7 ng/mL). El control fue reconstituido con
6 mL de agua destilada de acuerdo a lo descrito por el fabricante, se realizaron 30 alicuotas de
200 pL cada una, detras de lo cual estas fueron etiquetadas y congeladas a -20°C durante el
tiempo de duracion del experimento. La eleccidn de este nivel se lo hizo teniendo en cuenta los
reportes de Zhao et al., (2017) y las directrices dadas por la American Thyroid Association
(ATA) en lo referente a los puntos de decision para cancer diferenciado de tiroides (dentro del
cual se encuentra el CPT). Se evidencio que las concentraciones disponibles a nivel comercial
para el Cobas e 601 no abarcaban la concentracion de 10 ng/FNA (punto de corte de acuerdo a
ATA) (Haugen et al., 2015), a pesar de lo cual se decidié evaluar un nivel de concentracion

cercano en lo posible al valor expuesto,

1.4.2 Procesamiento

El experimento de precision se llevd a cabo durante 5 dias calendario. Los dos niveles fueron
corridos con 3 dias de diferencia. Las corridas se programaron para alternar sesiones en la
mafiana y la tarde, con la finalidad de obtener resultados mas representativos de los turnos y

operadores.

Al inicio del estudio se calibré el procedimiento de acuerdo a lo descrito por el fabricante para
generar la calibracion de lote de reactivo, se utilizé el calibrador Tg Il CalSet. Todos los dias
se midieron los controles de calidad (Preci Control Universal en dos niveles de concentracion).
Los resultados de calibracion y control de calidad fueron recabados durante todo el estudio y
se adjunta como anexo. Los datos obtenidos se generaron durante varios ciclos de calibracion
a razon de que los reactivos del estudio fueron cargados y descargados del rotor de reactivos
diariamente durante el periodo experimental (los packs de reactivo utilizados en el estudio no
eran los utilizados en el trabajo diario del laboratorio pese a ser del mismo lote). Las
calibraciones adicionales se midieron después valores de control de calidad anémalos. La
muestra individual y los resultados de control de calidad se revisaron diariamente
inmediatamente después de completar cada ejecucion. La gréafica de Control de Calidad se

adjunta como anexo.

Las muestras fueron descongelas y llevadas a temperatura ambiente. Para cada muestra se
proceso cinco réplicas en una sola corrida analitica, entendida esta como un intervalo de tiempo

o de mediciones dentro de los cuales la exactitud y la precision del sistema son aceptables. Para
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monitorear este aspecto, se incluyeron controles extras entre las ejecuciones solo cuando se
sabia que el nimero de test disponibles en un pack de reactivo no seria suficiente para completar
el experimento diario y el sistema pasaria a utilizar un nuevo pack de reactivo cargado en el

equipo.

1.5 Evaluacion de datos y determinacién de la imprecision

1.5.1 Integridad de los datos

El ingreso de datos se llevd a cabo con mucha cautela evitando los errores de tipificacion y

etiquetado de muestras.

Siempre se monitoreo los valores de control de calidad interno. Se descart6 una corrida analitica
para el nivel 1.2 ng/mL y 7 ng/mL por valores de control de calidad fuera del intervalo (la

corrida se reanudo cuando el problema fue resuelto).

Las réplicas tres del tercer y quinto dia de corrida para la concentracién 7 ng/mL no pudieron
ser procesadas por volumen insuficiente de muestra, a razén de esto el N total fue de 23 y no

de 25 (conjunto de datos no equilibrado).

El apartado 2.3.3 de la guia EP15-A3 menciona:

Si los nuevos resultados pueden considerarse parte de la misma “ejecucion”, los resultados
identificados como faltantes o erréneos pueden repetirse inmediatamente. De lo contrario,
programe ejecuciones adicionales segun sea necesario para garantizar que se cumplan los
requisitos minimos generales para el conjunto de datos final. Para cada muestra, debe haber
resultados de al menos cinco ejecuciones y el niumero total de resultados individuales menos

el nimero de ejecuciones no debe ser inferior a 18. (CLSI document EP15-A3, 2014)

La descripcion de los eventos que impidieron el cumplimiento de un N de 25 tuvo el fin de
demostrar que existieron errores que no se relacionaron con el rendimiento real del ensayo.
Aunque se tratd de disminuir al maximo los valores erréneos siempre se tuvo en cuenta lo
expuesto en la guia referente a este aspecto, “no confie en la presuncién o la especulaciéon, y no

rechace ni repita resultados simplemente porque parezcan aberrantes” (CLSI document EP15-
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A3, 2014)

Posterior a la revision de la integridad de los datos, cada grupo de muestras fue evaluado para

buscar valores discordantes con el uso de graficas de dispersion.

Para la busqueda de valores atipicos se aplico el test de Grubbs (un valor es considerado atipico

cuando sobrepasa G SDs de la media muestral) donde:

- La Xy laSD se basan en todos los resultados de N para la muestra (incluido el valor
atipico sospechoso).
- El factor G de Grubbs (que depende de N) proviene de la Tabla 6.

Tabla 6
Test de Grubbs para valores atipicos

5 corridas
N G No
23 3.087 4.565
24 3.112 4.792
25 3.135 5

Nota
no es el promedio de los resultados de cada corrida; G, corresponde al factor de Grubbs. Los limites de Grubbs

se calculan como: Limites de Grubbs= X + G * SD. Si los valores caen dentro del limite calculado, estos no son
considerados atipicos. (CLSI document EP15-A3, 2014)

1.5.2 Determinacion de la imprecision por analisis de varianza unidireccional

Se realizd un ANOVA unidireccional con los datos recabados durante los cinco dias para los

dos niveles de concentracion probados. Se utiliz6 el programa IBM SPSS Statistics version 24.

1.5.3 Comparacion de las estimaciones de imprecision experimentales con las

reclamaciones del fabricante

Como era de esperar, los niveles de concentracion elegidos (1.2 ng/mL. 7 ng/mL) no

coincidieron con los valores expuestos en el inserto del fabricante, por lo cual fue necesario
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interpolar datos por medio de una regresion lineal. El objetivo fue conocer la SD de la
repetibilidad y precision intermedia al reemplazar el valor “x” de la ecuacion de la recta por los

niveles de concentracion evaluados. La Tabla 7 describe los valores del fabricante.

Tabla 7
Reporte de precision para Tg. Fabricante ROCHE.

REPETIBILIDAD IIS?E;&E%’?'A
Muestra Media SD(ng/mL) CV%  SD(ng/mL) CV %
(ng/mL)
reclamol 0,289 0,014 4.8 0,017 5,9
reclamo 2 1,10 0,028 2,5 0,050 4,5
reclamo 3 1,56 0,031 2,0 0,062 4,0
PCU 1 19,5 0,419 2,2 0,896 4.6
PCU 2 61,1 1,20 2,0 2,52 4.1

Tomado de: (Roche Diagnostics, s/f)

El valor que se obtuvo de la regresion lineal para cada nivel de concentracion fue considerado
como el valor objetivo para SD en condiciones de repetibilidad y de precision intermedia, este
valor fue comparado con los resultados experimentales con la intencion de verificar que las

estimaciones de imprecisién coincidan con las afirmaciones del fabricante.

En la siguiente etapa fue necesario el calculo del limite de verificacion (UVL) para la
reclamacion del fabricante. El propdsito fue establecer al UVL como el criterio de aceptacién
de la verificacion y no a la afirmacion del fabricante en si. El enfoque para calcular el UVL se
basa en:

a) Calculo de los grados de libertad.

- Determinacién de los grados de libertad para repetibilidad (dfr).

Para 1.2 ng/mL Para 7 ng/mL
dfR=N—-K dfR=N—-K
dfR=25-5 dfR =23-5

dfR =20 dfR =18

58



- Determinacion de los grados de libertad para precision intermedia (dfw).
- Determinacion del indice de reclamaciones, p, en el nivel de muestra
de prueba
p = cWL/oR
Donde: oR desvio estandar para repetibilidad del fabricante; cWL
desvio estandar para precision intermedia del fabricante.
El valor de p calculado se interpolé en la tabla correspondiente para
encontrar los dfw. (Anexo.16). El valor de p que mas se acerco al p de

la tabla se consideré como la estimacion buscada.

b) Determinacion del factor F para el calculo del UVL utilizando (dfr) y (dfwL). (Anexo
17).

c) Calculo del UVL utilizando el factor F y la desviacion estandar de la repetibilidad o de

la precision intermedia reportada por el fabricante para el nivel de concentracion

evaluado.
UVL =F * coWL 6 oR

El Anexo 18 describe el diagrama de flujo que resume la estimacion de la precision.
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2. ESTIMACION DEL SESGO MEDIANTE LA PRUEBA DE MATERIALES DE
CONCENTRACION CONOCIDA

2.1 Descripcién del Enfoque Experimental

El método propuesto para la estimacion de la veracidad corresponde a un estudio de
recuperacion. La evaluacion del sesgo se da por comparacion entre el valor target del material
elegido para el experimento y los resultados del procedimiento de medicion que se esta
evaluado. El objetivo es determinar la existencia o no de un sesgo significativo entre la media
calculada y la concentracion target, eso se logra al calcular un intervalo de verificacion en torno
a la concentracién target, el ancho de este intervalo depende de la incertidumbre ligada al valor
target del material de referencia. En consecuencia, existe un sesgo estadisticamente
significativo cuando la concentracion media del experimento sobrepasa el intervalo de
verificacion. La evaluacion del sesgo estimado frente al objetivo de calidad para sesgo debe ser

igualmente evaluada, no es aceptable que el sesgo estimado exceda al sesgo objetivo.

2.2 Criterios de aceptabilidad

Para definir los objetivos de calidad para el sesgo se tomd en cuenta lo descrito en el documento
guia, en donde se menciona que los objetivos deben ser expresados como el sesgo maximo
permitido en cada concentracién de analito que estd evaluando. Se deben usar términos
absolutos o relativos, es decir, como SD, en unidades de concentracion, 0 como una desviacion
porcentual, como una concentracion absoluta 0 como un porcentaje de la concentracion. (CLSI
document EP15-A3, 2014, p. 10). El objetivo de calidad para sesgo de acuerdo al criterio de
variabilidad bioldgica es 10.4 % (aceptabilidad clinica). Objetivo de sesgo estadistico estimado
como el 10.4% de la media del material de referencia (aceptabilidad estadistica). Se necesitan
los dos valores puesto que, si el sesgo observado en este experimento es estadisticamente

significativo, aun puede ser clinicamente aceptable.

2.3 Requisitos de tiempo

El experimento dura cinco dias, el trabajo se puede completar en una semana, de ser preciso se
pueden adicionar dias si se necesita una mayor confiabilidad. No es necesario que los dias sean

a calendario seguido.
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2.4 Propdésito

Las razones por las cuales se realiza el estudio de recuperacion influyen en la eleccion del
material adecuado, a su vez el material elegido para el desarrollo del experimento es el que

determina los propositos del estudio.

El uso del control de calidad de tercera opinion Lyphochek Immunoassay Plus de la casa
comercial Bio-Rad determind que la evaluacion de la veracidad se la evalte en relacion a su
grupo de pares de QC, valor disponible del programa de intercomparacion Unity, el nimero de
laboratorios participantes y otros datos importantes se adjuntan en el inserto del software
patentado por la mencionada casa comercial (Anexo 19); el resultado de sesgo del
procedimiento de medicion en base a un estudio de recuperacion tiene igual validez que el sesgo

estimado en un estudio de comparacion de métodos.

2.5 Desarrollo del experimento de estimacion del sesgo

El disefio experimental 5 x 5 descrito para la verificacion de las afirmaciones de precision es el
utilizado en la estimacion del sesgo. Se trabajé con un nivel de concentracion: 7 ng/mL (control

de tercera opinién de la casa comercial Bio-Rad).

2.5.1 Seleccion del material de referencia

Sin importar la naturaleza del material elegido para la determinacién del sesgo es importante
gue exista un valor target y una incertidumbre expresable como error estandar del material de
referencia (serm), la misma que puede ser declarada por el fabricante o estimada a partir de

otros estadisticos asociados a la asignacion de valores.

Existen varias fuentes de materiales que pueden ser usados en la determinacion del sesgo. Sin
embargo, su calidad dependera de la calidad de asignacion del valor target. Para los casos en
los que el material de concentracion conocida sirve como suplemento de un grupo de muestras
de pacientes libres de analito, su valor target es el asociado a la practica, sin incertidumbre y
con un error estandar de cero. De manera similar, los materiales usados en el control de calidad
interno, para los que rara vez se conoce su incertidumbre y serm. En estos casos el intervalo de

verificacion es mas estrecho y existe una alta probabilidad de que el resultado promedio medido
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en el experimento caiga fuera de ese intervalo. Los materiales utilizados en las pruebas de
competencia, evaluacion externa de la calidad y programas de control de calidad entre
laboratorios presentan un valor promedio y desviacion estandar resultantes de la participacion
de un gran numero de laboratorios con un procedimiento igual o equivalente al que serad usado
por el usuario. El serm puede ser calculado en base a los estadisticos descritos y nimero de
laboratorios. El numero ptimo de laboratorios participantes en el grupo de pares debe ser como

minimo 10, deseablemente 20 o0 mas para pensar en un valor target confiable.

2.5.2 Determinacion del sesgo.

Para la estimacion del sesgo fueron necesarios datos obtenidos en el experimento de precision.
La tabla 8 resume la informacion necesaria para el analisis estadistico del ensayo. La
informacion descrita para el grupo de pares se detalla como anexo.

Tabla 8
Informacion necesaria para el calculo del sesgo.

ESTIMACIONES A PARTIR DEL GRUPO DE PARES

Nivel 1
X MR =7 ng/mL
SD rm?=0.459; CV =6.6 %,
# de puntos =2768

# laboratorios= 34

ESTIMACIONES OBTENIDAS EN EL ESTUDIO DE PRECISION

Nivel 1
SD ° repeTiBiLIDAD =0.182 ng/mL
SD precision N, =0.492 ng/mL

Media global (x) =7.21 ng/mL

Nota

2 Desviacion estandar del material de referencia obtenido del programa interlaboratorios Unity para el control
de calidad de tercera opinion Lyphochek Immunoassay Plus de la casa comercial Bio-Rad

b Desviacion estandar obtenida en la verificacion de la precision por EP 15-A3.
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2.5.2.1 En la primera etapa se calcul0 el error estandar de la media ( ses ) con el fin de conocer

la dispersion de los valores alrededor de la media. Se utilizo la siguiente ecuacion:

nRep — 1

1 .
sez = |———|SD PRECISION IN.Z2 — (
nRep

) SD REPETIBILIDAD 2
nRun

Ecuacion 6. Célculo del error estandar de la media
Nota

nRun es el nimero de corridas en el experimento y nRep es el nimero de réplicas por corrida (Si falta un valor
se debe trabajar con el numero promedio de resultados por corrida para establecer nRep, para 23 datos 4.565).

Los calculos se los realizé utilizando las estimaciones de repetibilidad y precision intermedia
obtenidas en el estudio de verificacion de la precision con EP 15-A3. Sin embargo, la guia
recomienda sustituir los valores experimentales de SD precision INY SD repeTiBILIDAD POT la
repetibilidad del fabricante (or) Yy la imprecision dentro del laboratorio (owd) (reclamaciones
derivadas de la tabla de precision en el inserto del procedimiento) si el estudio de verificacion
indica que el desempefio en el laboratorio es consistente con lo descrito por el fabricante. El

estudio del fabricante refleja un estudio mas amplio usando CLSI document EP05-A3, (2014).

2.5.2.2 Después de encontrar el error estandar de la media, se calculo el error estandar del

material de referencia (serm) para lo cual se utiliz6 la siguiente formula:

v n laboratorios

Sépm —

Ecuacion 7. Error estandar del material de referencia

2.5.2.3 Posteriormente se calcul el error estandar combinado (sec) de la media y el material de

referencia. Se utilizé la siguiente formula:

sec = \/sez2 + seppy?

Ecuacioén 8. Error estandar combinado

2.5.2.4 En la siguiente etapa se calculd el “tau” siguiendo la formula siguiente:
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Sépm
sex

tau =

Ecuacion 9. Calculo del Tau

El valor obtenido para el tau permitié obtener los grados de libertad combinados (dfc) para 34

laboratorios segun el nivel de concentracion. Se adjunta la tabla utilizada para la estimacion de

los dfc. (Anexo 20)

2.5.2.5 Los grados de libertad sirvieron para calcular el valor de t para un a=0.05 y 3 muestras

de prueba. Se siguid la siguiente formula:

m = ti-.2+nsam, v; €l Valor exacto para t se obtuvo en Excel con la funcion INV.T

2.5.2.6 El intervalo de verificacion (V1) se obtuvo de la formula:

VI = Valor objetivo del material de referencia + (m * se¢).

Ecuacion 10. Intervalo de verificacion

2.5.2.7 Finalmente se determiné si la media global experimental esta dentro del intervalo de
verificacion, ya sea en el intervalo calculado con las estimaciones de precision
experimentales o con los desvios estandar derivados de la tabla de precision del

fabricante.

2.5.2.8 El sesgo estimado fue calculado como:

sesgo = Media global x - valor objetivo del material de referencia.

Ecuacion 11. Estimacion del Sesgo

2.5.3 Analisis de datos.

Si el intervalo de verificacion incluye la media observada para sesgo, el sesgo no es
estadisticamente significativo (no se muestra que sea diferente de cero) dentro de las

limitaciones del experimento. El calculo de la incertidumbre expandida (ancho medio del IC
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para el sesgo, to.975, dgfc X Sec) debe ser comparado con el objetivo de sesgo. Si la incertidumbre
expandida sobrepasa el sesgo, el experimento carece de datos suficientes para detectar un sesgo
verdadero. Si la incertidumbre es menor que el criterio de calidad, se deduce que el experimento

tuvo suficiente precision y suficientes réplicas para detectar un sesgo verdadero.

El Anexo 21 describe el diagrama de flujo que resume el ensayo de estimacion del sesgo.
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3.5.6.3 Adaptacion de la guia EP07-A2. Pruebas de interferencia en quimica clinica.

1. Alcance

Esta guia permite a los fabricantes (cualquier persona que desarrolla un procedimiento de
medicién para su uso en el laboratorio) y laboratorios caracterizar el desempefio analitico
por medio de la identificacion de un efecto de interferencia en los resultados de una prueba
llevada a cabo en un procedimiento de medicion analitico. El efecto analitico de la
interferencia en la recuperacion del analito debe ser evaluado en el contexto de su
importancia medica, por lo cual se debe definir la concentracion clinicamente relevante

antes de intentar interpretar los resultados de la prueba de interferencia.

Esta guia busca evaluar solo los posibles interferentes analiticos. No aborda la interferencia
pre analitica, entendida esta como cambios en el analito o su concentracion por efectos

fisioldgicos causados por drogas y sus metabolitos.

Con esta guia se busca evaluar el sesgo especifico de la muestra (interferencia) como algo
propio de esta, mas no como una caracteristica de desempefio del procedimiento de
medicion. Lo anterior se fundamenta desde el concepto mismo de que la inexactitud (error
analitico total) es la suma del sesgo del método, sesgo de la muestra y la imprecision del

procedimiento.

2. Descripcién del Enfoque experimental

El enfoque estadistico propuesto para la estimacion de la interferencia se basa en la prueba
de hipdtesis, la hipdtesis nula hace referencia a la ausencia de interferencia (el sesgo no
supera el criterio de interferencia), la hipotesis alternativa indica que hay interferencia (el

sesgo supera el criterio de interferencia).

El experimento se realiza en una corrida analitica pues requiere una replicacion (precision)
adecuada para tener la seguridad que la prueba se realiza con la potencia suficiente para
detectar la interferencia clinicamente significativa y con un nivel de confianza 6ptimo que
permita identificar la ausencia de un sesgo importante a nivel clinico. EI nimero de réplicas

adecuado minimiza la posibilidad de rechazar falsamente la hipotesis nula de no hay
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interferencia o de rechazar falsamente la hipétesis alternativa que hay interferencia. El
tamafio muestral (réplicas) depende del nivel de confianza (a ) con el que se prueba la

hipétesis nula y del poder (1-B) con el que se prueba la hipotesis alternativa.

3. Desarrollo del experimento de interferencia

3.1 Tipos de muestras

El interferente elegido fue evaluado en dos concentraciones de analito, si bien se cita que
la evaluacién debe ser preferiblemente en puntos de decision médica, en la préctica se
decidié trabajar con niveles cercanos (1.3 ng/mL y 4 ng/mL) los cuales fueron elegidos en
base al reporte de recuperacion del fabricante en el que se menciona que se espera una
recuperacion de Tiroglobulina de = 10% del valor inicial para muestras <2 ng/mL y de +
25% para muestras > 2ng/mL. La matriz de la muestra correspondi6 a solucion salina
obtenida del lavado de la aguja utilizada en la puncidn y aspiracion de ganglios linfaticos
enriquecida con el calibrador Tg CalSet. Es importante mencionar que el punto de corte
para cancer papilar de tiroides en la matriz solucion salina es de 1.0 ng/mL Moon
et al.,(2013).

Debido a que las sustancias interferentes causan un sesgo dependiendo de sus
concentraciones en la muestra, la eleccion de la concentracién del interferente simul6 el
peor de los casos. Tanto en la guia EPO7-A2 y en el reporte del fabricante se menciona que
una concentracion de hemoglobina (hemdlisis) < a 0.6 g/dl, 0.5 g/dl es la concentracion de

interferente 6ptima.

3.2 Protocolo para una prueba de interferencia de diferencias pareadas.

3.2.1 Se determind los dos niveles de concentracion de analito. (1.3 ng/mL y 4 ng/mL).

3.2.2 Seestablecid el criterio para la interferencia maxima permisible que debe detectarse
en la concentracion de prueba del analito (dmax), hemalisis <0.6 g/dl (0.5 g/dI).

3.2.3 Se determind la cantidad de réplicas (n) necesarias para cada nivel de concentracion
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de acuerdo a lo descrito en la Seccion 7.1.3.4 de la guia. El criterio de recuperacion
para el estudio de interferencia sefialado por el fabricante indica que se espera una
recuperacion de Tiroglobulina de = 10% del valor inicial para muestras < 2 ng/mL
de Tg y de £ 25% para muestras > 2ng/mL de Tg. Claramente se observa que la
direccion del sesgo/interferencia (hipOtesis alternativa) puede ser positiva o
negativa por lo que se sabe que la prueba de hipoétesis es de dos colas. La ecuacion

correspondiente para este supuesto es:

2
(Z1-x/24Z1-8) s
2
dmax
Ecuacion 12. Célculo del nimero de réplicas

n=

Donde:

- Z1.4/2 Percentil de la distribucion normal para al nivel de confianza
100 (1-a) % para una prueba de dos caras. El valor correspondiente
es 95% (a=0.05).

- z1pPercentil de la distribucion normal para una potencia del 100 (1-
B) %. El valor correspondiente es 95% ($=0.05).

- s Desviacion estandar de la repetibilidad del procedimiento de
medicién. El valor correspondiente para 1.3 ng/mL es 0.0366 ng/mL
y para 4 ng/ mL 0.225 mg/mL

- dmax grado de interferencia aceptable.

3.2.4 Se prepar6 un “grupo base” de muestras clinicas de acuerdo a lo descrito en la
Seccion 7.1.2.1 del CLSI document & EP07-A2, (2005).

No fue posible obtener muestras frescas, por lo cual se dispuso de muestras
congeladas a — 20°C, las muestras fueron rotuladas como blancos y reflejaron en la
medida de lo posible la matriz evaluada (solucion de lavado de aguja), estas
muestras correspondieron a personas sanas (personas cuyo resultado de la citologia
indicaron “negativo para metastasis por CPT”). Puesto que la poblacién
correspondia a pacientes que fueron sometidos a tiroidectomia total, se considerd
como Unica fuente de Tg, a aquella producida durante una metéstasis a nivel de
ganglios (debido a que los valores de Tg sérica fueron indetectables) y se procedio
a cuantificar Tg en liquido de lavado con el fin de reforzar los hallazgos citoldgicos
y clinicos, los valores de Tg < 0.04 ng/ mL fueron considerados blancos.
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3.2.5 Se prepard una “solucién madre 20x del posible interferente”. Se prepar6é una
solucién hemolizada bajo el fundamento de choque osmatico a un nivel de prueba
cercano a 500 mg/dl (0.5 g/dl).

Se recolectd 5 mL de sangre con heparina. La sangre heparinizada fue transferida
a un tubo sin anticoagulante. Posteriormente, se separo el suero del paquete globular
por centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos. Para este proposito se usé una
centrifuga universal. ElI plasma fue desechado y reemplazado con 10 mL de
solucién salina al 0.9 %, el tubo fue invertido lentamente 10 veces y centrifugado
durante 10 minutos a 3500 rpm, se desechd la solucion salina resultante del lavado
y se repitié este proceso 2 veces mas. Una vez finalizada la fase de lavado, el
paquete globular resultante fue diluido con 2.5 mL de agua destilada calidad
inyectable intravenosa (volumen similar al paquete globular), la solucion fue
mezclada 10 veces por inversion y congelada a -20°C durante 12 horas, al cabo de
las cuales se procedié a descongelar la solucién llevandola a temperatura ambiente
y para luego ser centrifugada a 3500 rpm por 30 minutos con el fin de separar el
estroma (simulando la obtencion de suero hemolizado después de la
centrifugacion), el sobrenadante (hemolizado) fue separado en otro tubo. Se
determind la concentracion de hemoglobina del hemolizado mediante el uso del
contador hematoldgico Sysmex XN-1000 de Roche Diagnostics. Se describe que el
hemolizado es estable no mas de una semana a 4°C. La concentracion medida para
la solucién madre del interferente fue de: 15 g/dl de hemoglobina

3.2.6 Para ajustar la solucion madre del grupo de base a la concentracién de analito de
1.3 ng/mL y 4 ng/mL de tiroglobulina fue necesario enriquecer las muestras base
con un calibrador de 181 ng/mL (TgCalSet). Para el ajuste se utilizo la ecuacion
C1*V1=C2*V2. Para comprobar el valor nominal calculado se midio una alicuota

de la solucion con concentracion ajustada a 1.3 ng/mL y 4 ng/mL respectivamente.

Ajuste a 1.3 ng/mL.
C1= 181ng/mL (concentracion del calibrador HIGH)
V1i=X
C2 = 1.3 ng/mL (punto de decision clinica)

V2= 4 mL de muestra de lavado de aguja + X
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C1*V1=C2*V2
181 ng/mL * X= 1.3 ng/mL (4 mL + X)
181 X=5.2+1.3X
181 X-1.3 X=5.2
179.7 X=5.2
X=5.2/179.7
X=0.029 mL/ 29 pL
Tomar 29 uL del calibrador HIGH de concentracion 181 ng/mL y afiadirlo a 3.97 mL (3971
ul) de muestra obtenida del lavado de la aguja utiliza en la puncion y el aspirado de ganglios
(grupo de base), para obtener una solucion final con un volumen de 4 mL y una concentracion

de 1.3 ng/mL.

Ajuste a 4 ng/mL
C1= 181ng/mL (concentracion del calibrador HIGH)
V1i=X
C2 =4 ng/mL

V2= 12 mL de muestra de lavado de aguja + X

C1*V1=C2*V2
181 ng/mL * X= 4 ng/mL (12 mL + X)
181 X=48 +4 X
181 X - 4 X=48
177 X=48
X=48/177
X=0.271 mL/ 271 puL
Tomar 271 uL del calibrador HIGH de concentracion 181 ng/mL y afiadirlo a 11.729 mL (11
mL +729 ul) de muestra obtenida del lavado de la aguja utiliza en la puncion y el aspirado de
ganglios (grupo de base), para obtener una solucién final con un volumen de 12 mL y una

concentracion de 4 ng/mL.

Se menciona que el ajuste de los grupos de prueba debe realizarse con material adecuadamente
puro, evitando introducir otras sustancias con el analito. Si bien los calibradores pueden
contener conservantes y estabilizantes demostrando efectos de interferencia, se consideré como

apto a estos materiales debido a las caracteristicas emitidas por el fabricante. El nivel de Tg
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utilizado en los calibradores es una preparacion de Tg humana altamente purificada calibrada
frente al material de referencia certificado BCR 457, la trazabilidad para el calibrador 1 es 0.254
ng/mL con incertidumbre de 0.011, la trazabilidad para el calibrador 2 es 170 ng/mL con

incertidumbre de 1.605 ng/mL.

3.2.7 Para la preparacion del grupo de prueba se utilizaron los siguientes calculos.

C1= 15 g/dl (150 g/L) (Concentracion de la solucion madre de hemolizado)
V1i=X

C2=500 mg/dl (5 g/L) (Concentracion de la solucion final)

V2 =2mL +X

C1*V1=C2*V2
150 g/L * X=5g/L (2 mL + X)
150 X=10 +5 X
150 X - 5 X=10
145 X=10
X=10/145
X=10.069 mL/ 69 pL

Se pipete6 69 pL de solucion madre de hemolizado a un tubo que contenia 1.931 mL (1
mL +931 L) de solucion de grupo base ajustado a 1.3 ng/mL. Se mezcl6 por inversion
10 veces. La concentracion de esta dilucion fue 500 mg/ dl de hemoglobina con un

volumen final de 2 mL (aproximadamente 10 alicuotas de 200 uL c/u.)

Para preparar 3.8 mL del grupo de prueba de 4 ng/mL se siguio el esquema descrito
anteriormente. Se pipeted 131 ul del hemolizado en un tubo que contenia 3670 pL de

grupo de base ajusto a 4 ng/mL.

3.2.8 Se prepard el grupo de control exactamente como el grupo de prueba, excepto que
el interferente de prueba (solucién madre de hemolizado) se reemplazé por el
mismo volumen de disolvente (agua destilada) utilizado en la preparacién de la

solucion madre de hemolizado. Acogiéendose a la recomendacion de la guia se
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determind la concentracion de hemoglobina en el grupo control, puesto que el
liquido obtenido del lavado con aguja fina resultante de la puncién y aspirado de

ganglios, suele presentar hemolisis.

3.2.9 Se prepararon 9 alicuotas de la muestra de prueba y 9 alicuotas de la muestra de
control en la concentracion de 4 ng/mL. Asi también 3 alicuotas de la muestra de
prueba y 3 alicuotas de la muestra de control en la concentracion de 1.3 ng/mL. El

numero de repeticiones se determind en el paso 3.2.3.

3.2.10 Para el analisis de las muestras de prueba (P) y control (C) se sigui0 el siguiente

esquema.
C1P1CxCxC2P2CxCxC3P3...CxCxCnPn,

Este plan de corrida considero el posible arrastre de muestra. Los resultados del
valor de control adicional (Cx) se descartaron. Es importante mencionar que previo

a las mediciones se corrieron materiales de control de calidad.

4. Analisis de datos

4.1 Se calculd la diferencia entre las medias de las muestras de prueba y control (dobs).

dops = Interferencia = X s ge prueba — X sc.de control

Ecuacidn 13. Diferencia Observada entre la muestra de prueba y de control

4.2 Para conocer gque hipdtesis se debe aceptar se calculo el valor de corte (dc). Se utilizo la
siguiente ecuacion, donde n es el tamafio real de la muestra (# de réplicas calculadas).
El valor de corte, dc, se calculd para una prueba de dos colas en base a la siguiente
ecuacion:
dnull + SZl—oc/Z
d. =
Vn

Ecuacion 14. Punto de corte para rechazar o aceptar la hipotesis nula.

Donde: dnun €s el valor de la hip6tesis nula, generalmente = 0. Este supuesto tiene en
cuenta que no existe diferencias entre la media de prueba y la media del control.
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4.3 Posteriormente se determiné el intervalo de confianza del 95% para el efecto de

interferencia. La ecuacion utilizada fue la siguiente.

2

Intervalo C.95% = (fSc.de prueba ~ fsc.control) + t0.975,n—15 E

Ecuacion 15. Céalculo del Intervalo de Confianza del 95%.

Donde:
2 .y . . . .
S\E es la desviacion estandar de la diferencia entre las medias en n pruebas y n muestras

de control
n es el tamafio real de la muestra (# de réplicas por muestra)
t 0.975, n-1 €S €l valor que corresponde al percentil 97.5 de una distribucion con n-1 grados de

libertad. Lo anterior se obtiene de una tabla t de Student.

73



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 ENSAYO DE LINEALIDAD

4.1.1. Corrida analitica 11 niveles de concentracién

La corrida analitica correspondiente al ensayo de linealidad con 11 niveles de concentracion y
dos réplicas por nivel no present6 resultados con valores atipicos (test de Grubbs). El rango de
trabajo abarcado va desde el valor resultante de la dilucién dos (1.9 ng/mL) hasta la
concentracion 28 ng/mL correspondiente a la dilucion once. Se observa la pérdida de un dato
por censura del software del equipo (censura en valores < 0.04 ng/mL). A simple vista se puede

observar una relacion equidistante entre cada una de las diluciones (tabla 9).

Tabla 9
Resultados del estudio de linealidad para 11 niveles de concentracion.

DILUCION REPLICADO 1 REPLICADO 2 MEDIA

1 <0.04 <0.04 -

2 1,87 1,94 1,905

3 521 5,2 5,205

4 8,09 8,1 8,095

5 10,73 10,9 10,815
6 13,78 13,87 13,825
7 16,77 16,44 16,605
8 19,84 20,08 19,960
9 23,91 24,34 24,125
10 25,33 24,66 24,995
11 27,63 28,47 28,050

Elaborado por: (Suasnavas C.)

El enfoque utilizado busca evaluar la no linealidad por lo cual fundamenta sus respuestas en el
método polinomial. En este sentido se obtuvieron resultados de regresion para polinomios de
primero, segundo y tercer orden. Los coeficientes de regresion descritos en las ecuaciones estan
etiquetados como bi. En el modelo de segundo orden, by es el coeficiente no lineal; en el modelo

de tercer orden, b2 y bz son coeficientes no lineales.
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De los resultados de la regresion polinomial se obtuvo el error estandar de la pendiente para
cada coeficiente SE; posteriormente se realizo una prueba t para probar si los coeficientes no
lineales eran estadisticamente significativos. Se calculd el nimero de grados de libertad y se
buscd el valor critico para t (dos lados a 0.=0.05) en una tabla t. El error estandar de la regresion
(S yx) se muestra como medida de ajuste y complementa a lo expuesto en el apartado anterior,
asi, el valor 0,573 correspondiente al modelo de tercer orden muestra un mejor ajuste en
relacion al modelo de primer orden y segundo orden. Lo anterior se describe a manera de
resumen en la tabla 10.

Si alguno de los coeficientes no lineales, b2 en el modelo de segundo orden, o b2 y bz en el
modelo de tercer orden, eran significativos, es decir, (p <0.05) o sobrepasaban el valor de t
critico observado se considero al conjunto de datos como no lineales por este protocolo. Los
resultados muestran que el coeficiente no lineal para el modelo de segundo orden no fue
estadisticamente significativo porque el valor de t = -1.27 no excedio el limite de t critico (-
2,109). El modelo de tercer orden presentd un valor de -1,514 para b3, de igual manera este
coeficiente no fue estadisticamente significativos porque no excedio el t critico (+ 2,119). Se
tuvo en cuenta solo los coeficientes para los términos no lineales. Los resultados individuales
de cada modelo (primero, segundo y tercer orden) se detallan en el anexo 22 en donde se

evidencia la ausencia de significancia estadistica de los coeficientes no lineales.
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Tabla 10

Resumen de los resultados del andlisis de regresion

error
simbolo tor del SE’(egro; dos d estandar
valor de estandar i grados de de la
ORDEN del coeficiente del ttest - Vlibertad regresion
coeficiente coeficient
(S yx)-
primero b0 -3,717 0,335 -11,107
primero bl 2,935 0,047 62,321 18 0,605
segundo b0 -4,507 0,704 -6,402
segundo bl 3,237 0,242 13,351
b2/
segundo coeficiente -0,023 0,018 -1,27 17 0,595
no lineal
tercero b0 -2,525 1,474 -1,712
tercero bl 1,998 0,851 2,349
b2/
tercero coeficiente 0,192 0,143 1,341
no lineal
b3/
tercero coeficiente -0,011 0,007 -1,514 16 0,573
no lineal

Elaborado por: (Suasnavas C. )

Si bien el andlisis de regresion polindmica demostro la linealidad, se creyd conveniente estimar

el grado de la poca no linealidad presente en el ensayo con el fin de conocer el error sistemético

que caracteriza la distribucion (Tabla 11). Se evidencia un predominio de error sistematico

proporcional.
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Tabla 11
Estimacion del grado de no linealidad

Actual Predictor Predictor Diferencia % Diferencia ®
Media 1°" orden 3% orden 3er-1er
1,905 (dil 2) 2.152 2.152 0 0
5,205 (dil 3) 5.087 4.902 -0.185 -3,636721054
8,095 (dil 4) 8.021 7.838 -0.183 -2,281511034
10,815 (dil 5) 10.95 10.895 -0.055 -0,502283105
13,825 (dil 6) 13.89 14.007 0.117 0,842332613
16,605 (dil 7) 16.82 17.106 0.286 1,700356718
19,960 (dil 8) 19.75 20.128 0.378 1,913924051
24,125 (dil 9) 22.69 23.007 0.317 1,39709123
24,995 (dil 10) 25.63 25.676 0.046 0,179477175
28,050 (dil 11) 28.56 28.070 -0.49 -1,715686275
Nota

b es calculado como Diferencia/Predictor primer orden *100%
Elaborado por: (Suasnavas C. )

El grado de ajuste evidenciado en el modelo de primero, segundo y tercer orden se demuestra
en la lustracion 9. La variable independiente corresponde a los niveles de dilucion, la variable
dependiente se expresa en ng/mL de Tg-SolPAAF pues representa los resultados por duplicado
obtenidos para cada dilucion. Las ecuaciones de la regresion se evidencian en el extremo

superior izquierdo.

77



Estudio de linealidad Tg-SolPAATF 10 niveles

30,00 v=29343x - 37163
28,00 F*=0.9954 7
26,00 -

2400 y=-0,0232x" + 3,2366x - 4,5067
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lHustracion 9. Estudio de linealidad para Tiroglobulina Sol-PAAF.

Puesto que hasta el momento solo se consider6 la evaluacién de la linealidad dejando a un lado
la contribucion del error aleatorio (la repetibilidad), se debid estimar la diferencia agrupada de

las repeticiones.

Los resultados de la evaluacion de las diferencias entre las réplicas se muestran en la Tabla 12,
La suma de las diferencias al cuadrado (DIFF~2/2) es 0,77 y el promedio de esa suma es 0,08;
la raiz cuadrada de eso es 0,278, que corresponde a la estimacion de repetibilidad combinada
del pool. Sin embargo, las diferencias entre las réplicas aparentan ser proporcionales en lugar
de constantes (se evidencia variaciones muy pequefias entre las réplicas de los niveles inferiores
y variaciones mayores en los niveles superiores), por lo que la diferencia agrupada global
(0,278) no es representativa de la realidad por las variaciones proporcionales. En las dos
ultimas columnas se usan las diferencias expresadas en porcentaje, que calculan una diferencia

agrupada de 1,43 % que es lo méas optimo.
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Tabla 12
Evaluacién de las diferencias de repetibilidad en cada uno de los 11 niveles de
concentracion.

DILUCION MEDIA DIFERENCIA DIFF™2/2 %DIFF %DIFF™2/2

1 - - - - -
2 1,905 -0,07 0,00 -3,67 6,751
3 5,205 0,01 0,00 0,19 0,018
4 8,095 -0,01 0,00 -0,12 0,008
5 10,815 -0,17 0,01 -1,57 1,235
6 13,825 -0,09 0,00 -0,65 0,212
7 16,605 0,33 0,05 1,99 1,975
8 19,960 -0,24 0,03 -1,20 0,723
9 24,125 -0,43 0,09 -1,78 1,588
10 24,995 0,67 0,22 2,68 3,593
11 28,050 -0,84 0,35 -2,99 4,484
Sumatoria 0,77 Sumatoria 20,59
Promedio 0,08 Promedio 2,06
Repetitividad Repetitividad
combinada del 0,278 combinada 1,43
pool del pool

Elaborado por: (Suasnavas C. )

4.1.2 Corrida analitica 5 niveles de concentracion

La corrida analitica correspondiente al ensayo de linealidad con 5 niveles de concentracion y
dos réplicas por nivel no present6 resultados con valores atipicos (test de Grubbs). Los limites
del rango de trabajo fueron establecidos por la solucion nivel uno (<0.04 ng/mL; muestra
blanco) y la concentracion de la solucion nivel 5 (aproximadamente 1.1 ng/mL). (Tabla 13)
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Tabla 13
Resultados del estudio de linealidad para 5 niveles de concentracion.

DILUCION REPLICADO 2 REPLICADO 3 MEDIA

1 0,04 0,04 0,04

2 0,263 0,269 0,267

3 0,59 0,568 0,576

4 0,901 0,885 0,884

5 1,14 1,18 1,167
Elaborado por: (Suasnavas C. )

El enfoque utilizado busca evaluar la no linealidad (supone que el conjunto de datos es no lineal)
por lo cual fundamenta sus respuestas en el método polinomial. La Tabla 14 muestra los
resultados del analisis de regresion polindmica, se describe el error estandar de la pendiente

para cada coeficiente SE;, el valor de t, los grados de libertad y el error estandar de la regresion..

El andlisis del error estandar de la regresion determiné que el valor 0,014 correspondiente al
modelo de tercer orden tiene un mejor ajuste en relacién al modelo de primer orden y segundo

orden.

Por otro lado, se evidencio6 que el coeficiente no lineal para el modelo de segundo orden no fue
estadisticamente significativo porque el valor de t = 1,195 no excedi6 el limite de t critico
(2,365). EI modelo de tercer orden present6 un valor de -4,187 para b3, este coeficiente fue

estadisticamente significativo porque excedio el t critico (+ 2,447).

La prueba del t critico y de significancia estadistica (p <0.05) detectd no linealidad. En esta
etapa no se pudo concluir que esa no linealidad es lo suficientemente grande como para afectar
los resultados del paciente. Los resultados individuales de cada modelo polinémico (primero,
segundo Yy tercer orden) se detallan en el anexo 23.

Puesto que uno de los coeficientes fue significativo, fue necesario determinar el grado de no
linealidad, para lo cual se debio elegir el polinomio en el cual se detect6 la no linealidad, que
para este caso fue el polinomio de tercer orden, con su coeficiente b3 (coeficiente no lineal que

presentd el mejor ajuste de acuerdo al valor del error estandar de la regresion (S yx).)
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Tabla 14

Resumen de los resultados del andlisis de regresion 5 diluciones

simbolo SE (error esig;%rar
ORDEN valor del  estandar) t-test grados de de la
del coeficiente del libertad - oo
coeficiente coeficient g
(S yx).
primero b0 -0.273 0.020 -13.64
primero bl 0.287 0,006 47.60 8 0,027
segundo b0 -0.231 0,040 -5.804
segundo bl 0.251 0,030 8.280
b2/
segundo coeficiente 0.006 0,005 1.195 7 0,026
no lineal
tercero b0 -0.043 0.050 -0.872
tercero bl -0.012 0.065 -0.191
b2/ 0.106
tercero coeficiente 0.024 4.406*
no lineal
b3/
tercero coeficiente -0.011 0,003 -4.187* 6 0,014
no lineal

Elaborado por: (Suasnavas C. )

El célculo de la desviacion de la linealidad (DL) en cada nivel de concentracién permitio

conocer la diferencia entre el modelo no lineal y el modelo lineal con el fin de permitir la

comparacion con los objetivos predefinidos. El error sistemético evidenciado (% Diferencia)

fue mayor en la dilucion 1y 2. Debido a que el rango evaluado fue estrecho, no se puedo

determinar si el error sistematico es proporcional o constante (% Diferencia). (Tabla 15)
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Tabla 15
Estimacion del grado de no linealidad

Actual Predictor Predictor Diferencia % Diferencia
Media (ng/mL) 1°" orden 3¢ orden 3er-1er

<0,04 (dil. 1) 0,014 0,039 0,025 178.57*
0,267 (dil. 2) 0,300 0,267 -0,033 -11*
0,576 (dil. 3) 0,587 0,574 -0,013 -2,21
0,884 (dil. 4) 0,874 0,892 0,018 2,05
1,167 (dil. 5) 1,161 1,155 -0,006 -0,516

Elaborado por: (Suasnavas C. )

El grado de ajuste evidenciado en el modelo de primero, segundo y tercer orden se demuestra
en la Hustracién 10. La variable independiente corresponde a los niveles de dilucidn, la variable
dependiente se expresa en ng/mL de Tg-SolPAAF pues representa los resultados por duplicado
obtenidos para cada dilucion. Las ecuaciones de la regresion se evidencian en el extremo

superior izquierdo.

Estudio de linealidad Tg-SolPAAF 35 niveles
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llustracion 10. Estudio de linealidad para Tiroglobulina Sol-PAAF.
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Puesto que hasta el momento solo se considero la evaluacion de la linealidad dejando a un lado

la contribucion del error aleatorio (la repetibilidad), se debid estimar la diferencia agrupada de

las repeticiones.

Los resultados de la evaluacion de las diferencias entre las réplicas se muestran en la Tabla 16.

Se observan variaciones muy pequefias entre las réplicas de los niveles inferiores. La suma de

las diferencias al cuadrado (DIFF*2/2) es 0,0012 y el promedio de esa suma es 0,00023; la raiz

cuadrada de eso es 0,0154, que corresponde a la estimacion de repetibilidad combinada del

pool. En las dos Gltimas columnas se usan las diferencias expresadas en porcentaje, que calculan

una diferencia agrupada de 1,86 %.

Tabla 16

Evaluacion de las diferencias de repetibilidad en cada uno de los 5 niveles de concentracion.

DILUCION MEDIA DIFERENCIA DIFF"2/2 %DIFF %DIFFN2/2

1 0,040 0,00 0,00 0,00 0,000

2 0,266 -0,01 0,000018 -2,26 2,544

3 0,579 0,02 0,000242 3,80 7,219

4 0,893 0,02 0,000128 1,79 1,605

5 1,160 -0,04 0,000800 -3,45 5,945
Sumatoria 0,001188 Sumatoria 17,31
Promedio 0,000238 Promedio 3,46
Repetitividad Repetitividad
combinada del 0,015414 combinada 1,86
pool del pool

Elaborado por: (Suasnavas C. )
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4.2 ENSAYO DE PRECISION

4.2.1 Datos

En la Tabla 17 se evidencian los resultados para el nivel de concentracién 1,2 ng/mL. Se

identifica los dias de corrida y el nimero de réplicas.

Tabla 17
Disefio experimental 5 X 5. Resultados para el nivel de muestra 1.2 ng/mL

1 2 3 4 5
Fecha 2-oct.-18 3-oct.-18 4-oct.-18  5-oct.-18 6-oct.-18
Operador CS CS CS CS CS
Réplica 1 1,14 1,21 1,37 1,33 1,25
Réplica 2 1,13 1,16 1,40 1,20 1,28
Réplica 3 1,13 1,19 1,45 1,37 1,26
Réplica 4 1,17 1,16 1,44 1,27 1,27
Réplica 5 1,15 1,17 1,42 1,30 1,25

Elaborado por: (Suasnavas C. )

La Tabla 18 demuestra la ausencia de valores aberrantes debido a que los limites de Grubbs

para cada muestra abarcan a todos los valores correspondientes al conjunto de datos por nivel.

Tabla 18
Prueba de Grubbs para el disefio 5x5 a un nivel de muestra 1.2 ng/mL

Prueba Grubb's para Valores Aberrantes

. 0,10
Promedio 1,26 DE (8.15%):
(N=25) Min 1,13 Lim Min 0,94
Factor Grubb’s .
3135 Max 1,45 Lim Max 1,58
Nota

2 gs el valor correspondiente al coeficiente de variacion expresado en %
Elaborado por: (Suasnavas C. )
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La llustracion 11 muestra un diagrama simple del conjunto de datos en el que se puede

examinar la consistencia de las distribuciones de una corrida a otra y la consistencia de los

valores individuales en relacién con el conjunto de datos. El nivel de concentracion 1,2 ng/mL

es un conjunto de datos equilibrado debido a que todas las corridas presentan el mismo numero

de réplicas.

1,60
1,40
1,20

1,00

Muestra 1,2 ng/mL

lHustracion 11.Grafico de dispersion disefio 5 x 5. Nivel 1.2 ng/mL

Elaborado por: (Suasnavas C. )
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Réplicas

15

20

25

En la Tabla 19 se evidencian los resultados para el nivel de concentracion 7 ng/mL. Se

identifica los dias de corrida y el nimero de réplicas.

Tabla 19

Disefio experimental 5 X 5. Resultados para el nivel de muestra 7 ng/mL

1 2 3 4 5
Fecha 5-oct.-18 6-oct.-18 7-oct.-18  8-oct.-18  9-oct.-18
Operador CS CS CS CS CS
Réplica 1 6,96 6,87 8,09 7,15 6,66
Réplica 2 7,01 7,21 8,28 7,19 6,72
Réplica 3 7,06 7,00 - 7,02 -
Réplica 4 6,99 7,11 8,08 7,04 7,47
Réplica 5 7,04 7,09 7,96 7,12 6,72

Elaborado por: (Suasnavas C. )

La Tabla 20 demuestra la ausencia de valores aberrantes debido a que los limites de Grubbs

para cada muestra abarcan a todos los valores correspondientes al conjunto de datos por nivel.

85



Tabla 20
Prueba de Grubbs para el disefio 5x5 a un nivel de muestra 7 ng/mL

Prueba Grubb's para Valores Aberrantes

Promedio 7,21 DE 0,45(6.24%)?
N=23; Min 6,66 Lim Min 5,82
Factor Grubb’s
Max 8,28 Lim Max 8,60
3,087
Nota

2 es el valor correspondiente al coeficiente de variacion expresado en %
Elaborado por: (Suasnavas C. )

La llustracién 12 muestra un diagrama simple del conjunto de datos en el que se puede
examinar la consistencia de las distribuciones de una corrida a otra y la consistencia de los
valores individuales en relacion con el conjunto de datos. El nivel de concentracion 7 ng/mL
presenta un conjunto de datos no equilibrados (23 datos) por la pérdida de dos valores en cada

nivel de concentracion evaluado.

» 8,5 °
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7,5 o
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6

0 5 10 RT 15 20 25
Réplica

lustracion 12. Gréfico de dispersion disefio 5 x 5. Nivel 7 ng/mL

Elaborado por: (Suasnavas C. )

4.2.2 Determinacion de la imprecision por analisis de varianza unidireccional

Los parametros evidenciados en la tabla de respuesta del ANOVA corresponden a la suma de
cuadrados, grados de libertad, media cuadratica, F y significancia para la variacion entre grupos
y dentro de grupos. El factor de agrupacion es “corrida”. Los resultados individuales del

ANOVA de una via para la muestra 1.2 ng/mL y 7 ng/mL se muestran en el anexo 24.
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La Tabla 21 resume los célculos que llevan a las estimaciones de imprecision para todas las
concentraciones muestrales. La media cuadrética entre corrida y dentro de la corrida (MS1 y
MS2, respectivamente) provino de los resimenes generados por el software SPSS para el
analisis de ANOVA de una via. La media de los resultados por corrida, no, provino de la Tabla
6. Los componentes de la varianza entre corrida y dentro de la corrida (Varianza dentro del grupo Y
Varianza entre grupos) Y 1as estimaciones de repetibilidad e imprecision dentro del laboratorio (SD
para repetibilidad y precision intermedia) se calcularon a partir de los valores de la tabla
ANOVA.

Tabla 21

Resumen de los valores de ANOVA y estimaciones de imprecision para Tg.
ng/mL Muestra 1.2 Muestra 7
N 25 23
Media cuadrética entre grupos
(MS1). 0.057 0.990

Media cuadratica dentro del

arupo (MS2) 0.001 0.033
No 5 4.565
Varianza entre grupos 0.011 0.209
Varianza dentro del grupo 0.001 0.033
Media global (x) 1.26 7.21
o 0.032 0.182
SD para repetibilidad ? (CV%)
(2.54%) (2.53%)
SD para precision intermedia ® 0.110 0.492
(CV%) (8.73%) (6.88%)

Nota
2y b corresponden a la desviacién estandar experimental.
Elaborado por: (Suasnavas C. )

4.2.3 Comparacion de las estimaciones de imprecision experimentales con las

reclamaciones del fabricante

Como era de esperar, los niveles de concentracion experimental 1.2 ng/mL y 7 ng/mL no
coincidieron con los niveles de concentracién evaluados por el fabricante y expuestos en el
inserto. La tabla 22 y la tabla 23 presentan los valores de SD (desviacién estandar) obtenidos

por el fabricante en condiciones de repetibilidad y precision intermedia. El conjunto de datos
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expuestos en el inserto permitid el desarrollo de la regresion lineal. De la regresion lineal se
obtuvieron dos ecuaciones, una para valores de repetibilidad (llustracién 13) y otra para valores

de precision intermedia (llustracion 14).

Tabla 22
Valores de SD para repetibilidad. Datos del Fabricante (Inserto).
Y X
0.014 0.289
0,028 1,10
0,031 1,56
0,42 19,5
1,20 61,1

Grafico de Repetibilidad del Fabricante
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llustracion 13. Interpolacién en los valores de repetibilidad del fabricante.

Elaborado por: (Suasnavas C.)

Tabla 23
Valores de SD para precision intermedia. Datos del fabricante (Inserto.)

Y X
0,017 0,289
0,050 1,10
0,062 1,56
0,896 19,5
2,52 61,1
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Grafico de Precision Intermedia Fabricante
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llustracion 14. Interpolacion en los valores de precision intermedia del fabricante.

Elaborado por: (Suasnavas C.)

El objetivo de la regresion lineal fue conocer la SD estimada, es decir la SD que hubiera
obtenido el fabricante si hubiera evaluado los niveles de concentracién expuestos en este
estudio. Asi, el valor del nivel evaluado (1.2 y 7 ng/mL) fue reemplazado en las ecuaciones

obtenidas de la regresion lineal.

La comparacion de la SD experimental detallada en la tabla 21 fue comparada con el valor de
la SD estimada por interpolacion de datos (SD objetivos (6)). La tabla 24 y 25 describen la
comparacion de los valores de precision experimentales con los valores de precision estimados
por el fabricante. Se evidencia que solo la SD experimental de 0.032 ng/mL (nivel de prueba
1.2 ng/mL) presenta una repetibilidad acorde a lo descrito por el fabricante, razén por la cual

en el apartado posterior se menciona la necesidad del calculo del limite de verificacion (UVL).
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Tabla 24
Comparacion de las estimaciones de repetibilidad experimentales y reclamaciones del
fabricante

y =0,0196 x + 0,0111

) Desviacion estandar Desviacion estandar
Niveles de (or) ) )
concentracion ng/mL (x) , experimental

fabricante 2 (ng/mL) (ng/mL)
1.2 0.035 0.032
7 0.148 0.182

Nota:
2SD resultante de la interpolacion de las concentraciones experimentales.
® SD calculado a partir de los valores de ANOVA una via. Se calcula como

vJmedia cuadratica dentro del grupo(MS2)
Elaborado por: (Suasnavas C. )

Tabla 25
Comparacion de las estimaciones de precision intermedia experimental y reclamaciones del
fabricante

y =0,0413 x + 0,019

Desviacion estandar (o

Niveles de concentracion wi) Desviacién estandar
(x) fabricante ® (ng/mL) experimental ® (ng/mL)
1.2 0.069 0.110
! 0.308 0.492

2 SD resultante de la interpolacion de las concentraciones experimentales.

®SD calculada a partir de los valores de ANOVA una via como \/Var. dentro grupo + Var.entre grupos;
La Varianza dentro del grupo = Media cuadratica dentro del grupo (MS2);

La Varianza entre grupos = (MS1 — MS2) / no; MS1 es la Media cuadratica entre grupos; no es el nimero de
resultados "promedio” por corrida.

Elaborado por: (Suasnavas C.)

La estimacion del UVL protege al usuario del 5 % de las fallas debidas al azar y establece al
UVL como el criterio de aceptacion de la verificacion y no a la afirmacion del fabricante en si.
La Tabla 26 resume la verificacion de la precision para los niveles de prueba en base a la

estimacion del UVL.
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Tabla 26

UVL como criterio de aceptacion de la verificacion

Reclamo 1 Reclamo 2
1.2 7
Concentracion (ng/mL)
Repetibilidad
K 5 5
N 5 4.565
dfr 20 18
F(3 muestras) 1.34 1.35
0.035 0.148
oR ng/ml (CV%)
(2.92%) (2.11%)
0.047 0.200
UVLR, ng/mL (CV%)
(3.91 %) (2.86 %)
0.032 0.182
SDrepeT. Xperimental
(2,54%)v (2.53%)v
Precision Intermedia
P 1.971 2.081
dfwe 6 6
F (3 muestras) 1.61 1.61
0.069 0.308
oWL ng/ml (CV%)
(5.75 %) (4.4 %)
0.111 0.496
UVLwi, ng/mL (CV%)
(9.25 %) (7.09 %)
0.110 0.492
SD prec. INT experimental (CV%)
(8.73%)v (6.88%)v

Nota

K, total de corridas; no, es el nimero de resultados "promedio™ por corrida.; dfr, grados de libertad para la
repetibilidad; dfw., grados de libertad para la precision intermedia;oR, reclamo de repetibilidad del
fabricante; WL, reclamo de precision intermedia del fabricante; UVLg, limite superior de verificacion para
repetibilidad; UVLww, limite superior de verificacion para precision intermedia.
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4.3 ENSAYO DE ESTIMACION DEL SESGO MEDIANTE LA PRUEBA DE
MATERIALES CON CONCENTRACIONES CONOCIDAS.

Los datos necesarios para el desarrollo de los calculos para la estimacion del sesgo se describen

con detalle en la Tabla 8.

Teniendo el valor target del material de referencia (dado por la media del grupo de pares) y el
valor calculado en el experimento (representado como la media global experimental), se puede
calcular la diferencia entre los dos (sesgo). El calculo del error estandar de esta diferencia, sec
permite la determinacion de un intervalo de confianza (alrededor del valor target) que tiene una
probabilidad del 0.961 de contener la diferencia (sesgo) real entre los dos valores. El sesgo
estimado se evalua a la luz del intervalo de verificacion y del objetivo de sesgo.

Se puede observar que el intervalo de verificacion incluye a la media global experimental. El
sesgo estimado es estadisticamente significativo (0.21 es diferente de cero) pero clinicamente
atil pues el valor de la incertidumbre combinada expandida no excede el sesgo permisible
especificado como 10.4 % de la media del grupo de pares (0.728 ng/mL) por lo que se sabe que
el ensayo tuvo la suficiente precision y las suficientes réplicas para detectar un sesgo que exceda

el objetivo de calidad.

La Tabla 27 utiliza los valores de precision obtenidos en el experimento de verificacion de la

precision.

La Tabla 28 utiliza los valores de precision (repetibilidad y precisién intermedia) obtenidos
por interpolacion en los datos expuestos por el fabricante (tabla 24 y 25) debido a que la
verificacion de la precision fue consistente con lo descrito por el fabricante. Resulta 16gico que
al utilizar los valores de precision interpolados se tenga una mejor estimacion del sesgo pues el
fabricante utiliza un protocolo mas extenso en base a la guia EP05-A3. Por otro lado, esta
ventaja puede ser compensada por las incertidumbres que surgen de la necesidad de interpolar

en la tabla de fabricante.
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Tabla 27
Estimacion del Sesgo con valores obtenidos en el estudio de precision

ESTIMACION DEL SESGO CON ESTIMACIONES OBTENIDAS EN EL
ESTUDIO DE PRECISION (SD precision INY SD REPETIBILIDAD )

Nivel 1

Concentracion target 7 ng/mL
SD RePETIBILIDAD 0.182 ng/mL
SD PRECISION IN 0.492 ng/mL
sez 0.208 ng/mL
Sepm 0.079 ng/mL
sec 0.222 ng/mL
tau 0.379
Dfc (Anexo 20) 5
probabilidad 0.9916
m 3.526
Intervalo de verificacion 6.217-7.783
Media global experimental x 7.21 ng/mL
Media material referencia xMR 7 ng/mL
Sesgo estimado 0.21 ng/mL

10.4 % de la media del grupo de pares

Obijetivo de calidad para sesgo
(0.728 ng/mL)

Incertidumbre combinada expandida 0.570
Nota
sez, segpy ,Se€c, tau son valores obtenidos de acuerdo a las ecuaciones 6,7,8 y 9. La probabilidad asociada al
célculo del Intervalo de verificacion es 0.9916 para dos muestras y dos colas; SD repeTigiLIDAD Y SD PRECISION IN
son los resultados experimentales del ensayo de precision. Dfc son los grados de libertad combinados. La
incertidumbre expandida se calcula como to.975, drc(grados de libertad )* sec.
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Tabla 28

Estimacion del Sesgo con valores de precision del fabricante

ESTIMACION DEL SESGO CON or Y ow. DEL FABRICANTE

Nivel 1

Concentracion target

OR

O WL

sex

Sepm

sec

tau

dfc
probabilidad

m

Intervalo de verificacion
Media global exp. x

Media material referencia xMR
Sesgo estimado

Obijetivo de calidad para sesgo

Incertidumbre combinada expandida

7 ng/mL
0.148 ng/mL
0.308 ng/mL
0.125 ng/mL
0.079 ng/mL
0.145 ng/mL

0.632
8
0.9916
3.0105
6.564-7.436
7.21 ng/mL

7 ng/mL

0.21 ng/mL

10.4 % de la media del grupo de pares
(0.728 ng/mL)

0.372

Nota

sez, Segy ,Se€c, tau son valores obtenidos de acuerdo a las ecuaciones 6,7,8 y 9. La probabilidad asociada al
célculo del Intervalo de verificacion es 0.9916 para dos muestras y dos colas; er Yy o we son los resultados de SD

obtenidos por interpolacion en los datos reportados por el fabricante (tabla 24y 25). Dfc son los grados de
libertad combinados. La incertidumbre expandida se calcula como to.975, bfe(grados de libertad )* sec.
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4.4 ENSAYO DE INTERFERENCIA

Como se nombro en apartados anteriores, el interferente evaluado fue la hemolisis. La solucion
hemolizada fue preparada bajo el fundamento de choque osmotico. El valor de hemoglobina
medido en la solucion madre de hemolizado correspondi6 a 15 g/dl (150g/L), el grupo de prueba
de 4 ng/mL tuvo una concentracion de la interferente hemoglobina de 0.4 g/dl y el grupo de
prueba 1.3 ng/mL tuvo una concentracion de 0.5 g/dl, las concentraciones del interferente

fueron elegidas en base a la informacion expuesta por el fabricante.

El enfoque utilizado para la verificacion de la interferencia utilizé una prueba de diferencias
pareadas. Fue necesaria una replicacion adecuada para que la prueba se realice con la potencia
suficiente para detectar la interferencia. El nimero de réplicas analizadas fueron calculadas en
base la desviacion estandar esperada para el nivel de prueba 4 ng/mL y 1.3 ng/mL. La ecuacion

12 describe lo expuesto.

La Tabla 29 y la Tabla 31 describen los resultados obtenidos en las diferentes corridas
analiticas. EI criterio de recuperacion expuesto por el fabricante indica que se espera una
recuperacion dentro de + 10% del valor inicial para muestra < 2 ng/mL o de £ 25% del valor

inicial para muestras > 2 ng/mL.

La prueba de diferencias pareadas utiliza la prueba de hipotesis para conocer si existe 0 no
interferencia. La hipotesis nula menciona que no hay interferencia por hemolisis (el sesgo no
supera el valor de corte), la hipétesis alternativa establece que si hay interferencia por hemolisis
(el sesgo supera el valor de corte). El valor de corte (dc) y el intervalo de confianza del 95%
fueron calculados con el fin de conocer que hipotesis se debe aceptar. Para los dos niveles de
prueba la hipotesis aceptada fue la hipotesis nula. Tanto el valor de la diferencia (sesgo) existen
entre el nivel de prueba y control, como el valor del limite inferior del intervalo de confianza

no superaron el punto de corte. (Tabla 30, Tabla 32).

95



Tabla 29
Resultados de la corrida analitica del nivel “control” y del nivel “prueba” para 4 ng/mL

Grupo control (ng/mL) Grupo de Prueba (ng/mL)
C1 3.98 P1 3.99
C2 3.98 P2 3.97
C3 4.01 P3 4.08
C4 4.09 P4 3.93
C5 3.96 PS5 3.94
C6 3.93 P6 3.93
C7 3.93 P7 3.91
C8 4.02 P8 3.90
C9 4.01 P9 3.91

Elaborado por: (Suasnavas C. )

Tabla 30
Resultados para el grupo control y el grupo de prueba nivel 4 ng/mL

Grupo control Grupo de prueba
Media X=  3.99 ng/mL X=  3.95ng/mL
Std. Dev.  SD=  0.05 ng/mL SD= 0.056 ng/mL
C.V. Cv= 1.25% CVv= 143%

Diferencia calculada

(media grupo prueba -media grupo control) ~0.04 ng/ml-
Varianza S?=  0.0025 S? 0.0031
Promedio de las varianzas 0.0028
Desviacion estandar agrupada 0.053
Intervalo de confianza al 95% -0.097 a 0.017
Valor de corte ( dc) 0.058

Elaborado por: (Suasnavas C. )



Tabla 31
Resultados de la corrida analitica del nivel “control” y del nivel “prueba” para 1.3 ng/mL

Grupo control (ng/mL) Grupo de Prueba (ng/mL)
C1 1.34 P1 1.22
C2 1.37 P2 1.24
C3 1.36 P3 1.23

Elaborado por: (Suasnavas C. )

Tabla 32
Resultados para el grupo control y el grupo de prueba nivel 1.3 ng/mL

Grupo control Grupo de prueba
Media X= 1.357 ng/mL X=  1.230 ng/mL
Std. Dev. SD= 0.015 ng/mL SD=0.010 ng/mL
C.V. Cv= 1126% 9\/ 0.813 %

Diferencia calculada

(media grupo prueba -media grupo control) 0126 ng/mL-
Varianza S?= 0.00023 S$?2  0.0001
Promedio de las varianzas 0.00065
Desviacion estandar agrupada 0.012
Intervalo de confianza al 95% -0.170 a -0.083
Valor de corte ( dc) 0.041

Elaborado por: (Suasnavas C. )



DISCUSION DE RESULTADOS

Todos los resultados estadisticos que se discutira en parrafos posteriores parten del fundamento

de la validacion de métodos “buscar y caracterizar errores”.

En el ensayo de linealidad (para 11 niveles de prueba) los desvios evidenciados en todos los
niveles de prueba no parecen ser iguales, por lo que se puede afirmar que la desviacion estandar
de las réplicas es directamente proporcional a la concentracion. Expresar a la repetibilidad
combinada en términos de SD 0.278 no fue lo mas adecuado si existe una influencia del error
sistematico proporcional, por lo cual la expresion en porcentaje (1.43 %) es lo correcto. Ambos
valores de repetibilidad combinada son menores al criterio de calidad establecido (5.47% para
repetibilidad), por lo que se deduce que la contribucion del error aleatorio no es lo

suficientemente grande como para causar una no linealidad.

La regresion polindmica fue usada con el objetivo de detectar la no linealidad, por lo que es
claro que el analisis de los resultados de los coeficientes no lineales seria tomado en cuenta, en
este contexto, todos los coeficientes no lineales fueron no significativos indicando la linealidad
y mostrando una vision general de la ausencia de la incompatibilidad de matriz. La Tabla 11
muestra el error sistematico que actla sobre la linealidad del método, la magnitud de este error
es minima por la ausencia de no linealidad, se observa una tendencia creciente que indica un

predominio de error sistematico proporcional sobre el error sistematico constante.

El software del equipo Cobas e 601 presenta censura de datos a valores < 0.04 ng/mL (0.04 es
el limite de deteccion), esta caracteristica fue conocida antes de empezar los estudios planteados
en esta investigacion; mas, se esperd contar con los valores del fabricante para los coeficientes
by c de la funcién de Rodbard (con el fin de conocer la concentracion en base a las sefiales de
electroquimioluminiscencia); pero, esto no fue posible. Bajo este argumento y en vista de la
pérdida del valor correspondiente a la dilucion 1 por censura, se decidio realizar un segundo
experimento de linealidad, pero tratando de abarcar un rango de trabajo cercano a la region de

baja gama del intervalo de medicion, esta vez utilizando 5 diluciones.

Nuevamente se cayo0 en el error de presentar un valor con censura por tener una concentracién
< 0.04 ng/mL (0.04 es el limite de deteccion). Sin embargo, este valor no podia ser descartado

porque el nimero de diluciones estaria por debajo del nimero minimo requerido para la

98



aplicacion de la regresion polinémica, ademés de que los valores abarcados en el rango de
trabajo eran importantes porque incluia valores que no se abordaron en el primer ensayo (<0.0.4
ng/mL a 1.16 ng/mL).

Los resultados de regresion polindmica para la corrida analitica con 5 diluciones mostraron
significancia estadistica para el coeficiente no lineal del modelo cubico, ademaés el valor del “t”
calculado fue mayor que el valor “t” critico, esta evidencia indicaba la presencia de no
linealidad. Conocer que la no linealidad estaba presente no era suficiente; se necesitaba conocer
la magnitud de la desviacién de la linealidad del ensayo, por lo cual se procedié a evaluar el
error sistematico presente. En la Tabla 15 se evidencia los valores de sesgo para la dilucion 1
(< 0.04 ng/mL) y 2 (0.267 ng/mL). Es evidente que estas dos diluciones fueron la causa de la

no linealidad en la corrida analitica con 5 diluciones.

Bajo el contexto anterior, se debe recalcar que el fundamento utilizado en la evaluacién del
error sistematico buscaba la desviacion de la linealidad, por lo que era l6gico que su estimacion
se base en el calculo de la diferencia entre el polinomio que detect6 la no linealidad (modelo
cubico para este caso) y el modelo lineal que representaba el mejor de los casos. Si evaluamos
el resultado del valor predictor para el modelo lineal en la dilucion 1 (entendido este como el
resultado del intercepto “y” para la dilucion 1 utilizando el modelo lineal) podemos darnos
cuenta que de no darse la censura del equipo, el valor de la dilucion 1 seria cercano a 0.014
ng/mL; si desglosamos este valor, podemos decir que es una concentracion por debajo del limite
del blanco descrito por el fabricante (0.02 ng/mL),

Se debe entender que el valor 0.014 ng/mL solo es una estimacién del mejor de los casos (que
el equipo sea capaz de detectar esta concentracion) debido a que la primicia descrita en EP17-
A2 indica que si un resultado de medicion de muestra estd en o por debajo del umbral
establecido para el limite del blanco existe una mayor incertidumbre asociada a la deteccion de
ese valor. Lo mencionado podria ser una explicacion de una diferencia tan marcada (178.57%)
entre el modelo predictor de primer orden y el modelo de tercer orden (que detectd la no
linealidad) en la dilucion <0.04 ng/mL, ademas de explicar en parte al valor de sesgo
correspondiente a la dilucion 2 (11%). Los demas niveles evaluados no mostraron diferencias

notables y en consecuencia no excedieron el valor objetivo para la linealidad (sesgo 10.4%).

Dentro del ensayo de linealidad también se evalud el error aleatorio. Se puede mencionar que
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la contribucion del erro aleatorio fue minima pues las diferencias de la repetibilidad para cada
nivel eran demasiado pequefias. Resulta interesante mencionar que el error sistematico

proporcional también se evidencio en las diferencias de repetibilidad de cada nivel (Tabla 12).

El segundo ensayo realizado correspondid a la estimacion de la precision del método. La
ejecucion de un ensayo de replicacion intracorrida (imprecision o error aleatorio) constituye un
ensayo preliminar de validacion para obtener una vision general del desempefio del método; de
que nos servira realizar un estudio més profundo y extenso como el planteado en el documento
EP05-A3 (20 dias, 2 corridas al dia y 2 réplicas por corrida) si antes no se han detectado y

corregido las causas de error.

El enfoque expuesto en el documento EP15-A3 plantea la evaluacion de los resultados
experimentales en relacion a las reclamaciones de precision del fabricante. En el ensayo de
precision la matriz utilizada en la conformacién del nivel de prueba 1.2 ng/mL fue solucion
salina (0.9 %) resultante del lavado de la aguja con la que se puncioné ganglios, esta matriz
difiere de las validadas por el fabricante y en consecuencia difiere de la muestra utilizada en el
estudio de precision reportado. El nivel de prueba 7 ng/mL correspondi6 a un control comercial
de tercera opinion (Lyphochek Immunoassay Plus). La distribucion del conjunto de datos para
los niveles evaluados tuvo una variabilidad bastante homogénea y uniforme en el sentido de
que las réplicas de cada corrida analitica tenian una dispersion aceptable, en contraste a la mayor
variabilidad observada entre corridas. Intuitivamente esto era de esperarse porque las fuentes

de variacién dia a dia fueron mayores que dentro del dia.

Asi, un resultado individual obtenido por el disefio 5 X 5 (planteado en el documento EP15-
A3) e independiente del nivel de muestra probado puede modelarse como la media () mas las
contribuciones de los efectos aleatorios (desviaciones) que son atribuibles a las fuentes de
variacion diaria y a las fuentes de variacion residual (ruido del ensayo). En este sentido el ajuste
del modelo de efectos aleatorios, ANOVA UNA VIA, dio estimaciones para los componentes
de la varianza intra corrida y entre corrida con el fin de producir estimaciones de repetibilidad

y precision intermedia para cada muestra del estudio.

Existe una fuente de variacion que no se consideré en el disefio, la misma que fue generada por
los eventos de calibracidn (dos eventos de calibracion durante los 5 dias); ya que, en un estudio

pequefio de 5 dias y 5 corridas por dia, dicha fuente va tener un impacto en mayor grado. Para
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la estimacion de un tipo de precision que se ve representada por la combinacion de componentes
de varianza, la existencia de una fuente contribuyente de variacion afecta directamente a los
grados de libertad debido a que cada componente de varianza considera sus propios grados de

libertad a razon de que la fuente de variacién no es homogénea.

Bajo este escenario, considerar la contribucion de los grados de libertad por eventos de
calibracion generaria una menor incertidumbre y en consecuencia una mejor caracterizacion de
la magnitud del tipo de precision en cuestion. Sin embargo, se debe considerar que el
documento EP15 A-3 solo estd disefiado para verificar el desempefio de precision frente a
resultados del fabricante, por lo que resulta obvio que el disefio estadistico considerado para
este fin no incorpore el analisis de la variabilidad debida a eventos de calibracion. Los
resultados evidenciados en la practica para la variabilidad entre dias presentan una clara
contribucion del efecto de las calibraciones, en que grado esta fuente impacta a los resultados,
no es conocido. En este sentido se debe indicar que cada evento de calibracion introduce un

error sistematico diferente que se comportan como un error aleatorio a largo plazo.

Los valores resultantes obtenidos de la comparacion de precision experimental con las
afirmaciones del fabricante pueden ser resumidos en el escenario en el cual todos los resultados
obtenidos en condiciones de repetibilidad (dentro de la corrida) y precision intermedia fueron
aprobadas y estuvieron cerca o por debajo de los objetivos correspondientes o del UVL,

demostrando asi que la imprecision es consistente con las afirmaciones del fabricante.

Los resultados indican que la desviacion estandar experimental en condiciones de repetibilidad
para el nivel de prueba 1.2 ng/mL fue tan pequefia como 0.032 ng/mL (< 0.035 ng/mL, valor
estimado en base a resultados del fabricante); lo que indica que, cada vez que el equipo Cobas
e 601 mida una muestra con estas caracteristicas (matriz y concentracion de analito) el error
aleatorio relacionado con la repetibilidad del método sera minimo y estara dentro de la calidad
requerida. ElI mismo razonamiento puede ser aplicado para el resultado correspondiente a la
precision intermedia del nivel 1.2 ng/mL, el cual fue de 0.110 (< 0.111 ng/mL, valor del UVL).
Para el nivel concentracion 7 ng/mL (control tercera opinién) la verificacion conforme a lo

descrito por el fabricante también es consistente.

Se debe considerar la influencia de varios factores, como son los eventos de calibracion, la

influencia del error sistematico proporcional (mayor a 7 ng/mL que a 1.2 ng/mL), la influencia
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del error aleatorio (mayor a 7 ng/mL que a 1.2 ng/mL) y la contribucion de las caracteristicas

intrinsecas de las muestras para establecer conclusiones.

Hasta ahora el anélisis de precision no ha tenido en cuenta el impacto de la desviacidn estandar
en la utilidad de la prueba. Se considera como ejemplo la muestra experimental de nivel 1.2
ng/mL, matriz solucién salina, resultados para repetibilidad y precision intermedia de 0.032 y
0.110 (respectivamente), donde se puede indicar que cada vez que el equipo mida una réplica
de una muestra con las caracteristicas expuestas presentara un rango de variacion de + 0.032
desviaciones estandar alrededor del valor inicial, de igual manera para el valor de precision
intermedia, estos parametros son importantes desde el punto de vista de la utilidad clinica que
se le pretende dar a la prueba (seguimiento de los pacientes). Se debe entender que las
desviaciones estandar representan unidades de concentracién de analito, por lo que tener una
mayor desviacion estandar involucra tener una mayor incertidumbre en torno a la verdadera
concentracion del analito. El punto de decision clinica expuesto por Moon et al., (2013) estiman
el valor de corte para CPT en 1.0 ng/mL de solucién de lavado de aguja; con una variacion tan
pequefia como la evidencia al nivel mas cercano (1.2 ng/mL) se puede concluir que este punto
de decisién clinica no se ve afectado por la contribucién del error aleatorio observado en el
equipo Cobas e 601.

En el ensayo de estimacion del sesgo, el resultado obtenido indica que, aungue existe un sesgo
estadisticamente significativo este es clinicamente Gtil. En consecuencia, se sabe que un
resultado generado por el equipo puede ser comparable con un valor de referencia o un valor

discriminante (punto de corte) cercano al nivel evaluado.

Resulta interesante dar a conocer porque el valor obtenido tiene las utilidades descritas
anteriormente. En el calculo de la incertidumbre expandida, cuya formula es: t 0.975, Grados de
libertad (5 Grados de libertad) * S€c, Se tiene en cuenta al error estdndar acumulado asociado a la
diferencia (sesgo) entre el valor medido y el valor del material de referencia (sec), ademas se
menciona al valor del t critico calculado para una probabilidad del 97.5 % (+ 2,570), la clara
contribucion del error aleatorio y del error sistematico en la determinacion de la incertidumbre

expandida, indica que es valido considerar una aplicacion clinica del resultado obtenido.

El valor de incertidumbre calculado corresponde a 0.570 y debido a que no excede el objetivo

de sesgo (0.728 ng/mL) se sabe que la utilidad clinica no se pierde. Traducido al laboratorio
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clinico, se puede decir que el cambio o la diferencia entre resultados del mismo paciente
obtenidos en diferentes ocasiones, tendra una incertidumbre + 0.570 del valor inicial,
caracterizando asi la dispersion de valores que podrian, razonablemente ser atribuidos al

mensurando, o que en otras palabras contendrian el valor verdadero.

El sesgo evaluado (0.21 ng/mL) corresponde al nivel 7 ng/mL; teniendo en cuenta que el sesgo
del método es directamente proporcional a la concentracion, se debe suponer que para el nivel

1 ng/mL existird un sesgo menor.

Finalmente, se debe considerar que el sesgo obtenido fue estadisticamente significativo en
relacién al grupo de pares por utilizar como material de concentracion conocida un control de
calidad de tercera opinion. El resultado de sesgo obtenido en base a la metodologia mencionada
nos indica que el laboratorio necesita controlar las fuentes de error sistemético para el analito
tiroglobulina independientemente de la matriz. Se debe entender que un ensayo de recuperacion
como el llevado acabo en este estudio no esta disefiado directamente para la evaluacion de una
interferencia por algiin componente de la matriz, solo evalla el sesgo del método que influye
en un resultado. Este aporte es vital pues nos demuestra que los otros ensayos corridos en este

estudio preliminar no pierden su valor clinico.

La interferencia o sesgo de la muestra contribuye al error analitico total. Las valoraciones de
los procedimientos de medicién a menudo solo estiman la imprecision y el sesgo del método
(olvidando la interferencia). El sesgo de la muestra es una dificultad especifica de la matriz mas

gue una caracteristica de desempefio del método.

Todas las mediciones de inmunoensayos pueden estar sujetas a interferencias por varios
mecanismos que pueden causar un resultado analitico falsamente aumentado o disminuido. Las
limitaciones de los inmunoensayos de tiroglobulina sérica presentan interferencias declaradas

por el fabricante, por lo que es razonable que se busque verificar los supuestos.

Para la evaluacion de las interferencias se analiz6 en primera instancia que caracteristicas de la
poblacién pueden constituir un interferente analitico y que caracteristicas constituyen un
interferente en la estimacion de un punto de corte que favorezca la utilidad clinica en la matriz
solucion salina de lavado de aguja. Bajo este contexto es importante considerar aspectos

clinicos que han sido bien documentados y resultan relevantes en la medicion de tiroglobulina
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ganglionar.

La tiroglobulina se sintetiza en respuesta a la estimulacion del receptor de TSH tanto en las
células tiroideas normales, como en las células metastasicas en CDT. Delimitar la poblacién de
estudio a pacientes atiroideos permitio tener como indicador de metéstasis a la tiroglobulina
sérica y a la tiroglobulina ganglionar. En la practica se evidencié contaminacion del aspirado
ganglionar con sangre, bajo esta primicia, pensar en la influencia de la tiroglobulina sérica sobre
la tiroglobulina ganglionar era obvio. Los reportes de Anne-Laure Borel et al.,(2008) indicaban
que la influencia de Tg sérica no era significativa y por lo tanto no afecta la medicion de Tg
ganglionar. Sin embargo, (Jeon et al., 2015) describian una influencia de la Tiroglobulina sérica
en la medicion de Tiroglobulina ganglionar en el estado preoperatorio por lo cual proponian
diferentes valores de corte para Tg-SolPAAF dependiendo de los niveles de tiroglobulina
sérica. Lo anterior descrito reforzd la idea de trabajar con muestras blanco (historia clinica
evidencia niveles indetectables de Tg y Ac-anti Tg en sangre, ademas de un diagnostico
citoldgico descrito como negativo para metastasis), en las cuales la caracteristica a evaluar era
la propia matriz (objetivo del estudio), pues la matriz fue suplementada con concentraciones de

tiroglobulina conocidas tedricamente.

Los anticuerpos anti-tiroglobulina interfieren directamente en las mediciones analiticas del
mensurando ocasionando valores de tiroglobulina falsamente bajos (algunos ensayos de Tg se
afectan mas que otros, sea por su sensibilidad o por el nimero de anticuerpos de captura y sefial
utilizados). Los anticuerpos anti-Tg estan presentes en el suero de pacientes con CDT del 20-
30% (Evans, Tennant, & Perros, 2016). Varios estudios realizados en una poblacién con
carcinoma papilar de tiroides indican que la medicion de Tg ganglionar no se ve influenciada
por anticuerpos-anti Tg séricos (Jeon et al., 2013; Konca Degertekin et al., 2016). Otros autores
mencionan que los anticuerpos saturan sus puntos de union a niveles elevados de tiroglobulina,
por lo cual, a altas concentraciones de analito no hay una interferencia por autoanticuerpos en
la mencionada poblacion (Boi et al., 2006; Martins-Costa et al., 2017; Shin et al., 2015). En
contraste, la evidencia encontrada en los estudios de (Jeon et al., 2013) indica una interferencia
por anticuerpos a niveles bajos de Tiroglobulina ganglionar. La discrepancia de criterios y
teniendo en cuenta que la evaluacion de anticuerpos es un gasto econémico fuerte, el estudio

no considero la evaluacion de los anticuerpos-anti tiroglobulina.

Giovanella et al.(2013) explica que la solucion utilizada para lavar el aguja puede ser caracteriza
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por su pH, polaridad, particulas sélidas, propiedades fisicoquimicas que podrian inducir
interacciones no especificas con los reactivos del kit, si bien este autor da una guia para la
validacion de la matriz, no expone las condiciones analiticas que permiten el cumplimiento del
este fin. Por lo cual el estudio buscé verificar la interferencia en base al documento EP07-A2,

utilizando una prueba de diferencias pareadas.

El estudio busco evaluar un interferente de facil acceso y que se pueda evidenciar en las
muestras obtenidas del lavado de la aguja con la que se realizé la puncién eco dirigida. Asi, se
evalué el sesgo de la muestra utilizando la interferente hemdlisis. Se buscd evaluar
indirectamente las propiedades de la matriz (pH, polaridad, particulas sélidas, propiedades
fisicoquimicas, restos de tejido resultantes de la puncidn, etc), pues es razonable considerar que

una recuperacion aceptable del analito indique que no hubo interferentes de la matriz.

Los valores de sesgo observado para la concentracion 1.3 y 4 ng/mL fueron menores al punto
de corte (dc) establecido, por lo que se concluye que el sesgo causado por la hemolisis es menor
que la interferencia maxima permisible (hemolisis <0.6 g/dl) en la concentracion de prueba del
analito. El intervalo de confianza para los dos niveles de prueba siempre abarcé a la diferencia
observada experimentalmente (sesgo), el limite inferior del intervalo de confianza del 95%

nunca excedi6 el punto de corte (dc) reforzando la aceptacion de la hipotesis nula.

Se conoce que un sesgo proporcional causara subestimacién o sobre estimacion de la
interferencia en diversos niveles de analito. Este efecto fue considerado y reportado en las
estimaciones del fabricante. Al respecto el fabricante menciona directrices para la recuperacion.
Dentro de + 10% del valor inicial para muestra < 2 ng/mL, el 10% de 1.3 ng/mL (nivel de
prueba) fue de + 0.13 ng/mL, el valor obtenido en la préctica (-0.126 ng/mL) no excedio este
criterio. Para muestras mayores a > 2 ng/mL se espera una recuperacion de = 25% del valor
inicial, el 25% de 4 ng/mL (nivel de prueba) fue £ 1 ng/mL, el valor obtenido

experimentalmente (-0.04 ng/mL) no excedid este criterio.

Si analizamos individualmente los estadisticos resultantes de las réplicas para las muestras
“control” y “prueba” podemos observar que las desviaciones estandar son similares,
indicandonos que el namero de réplicas calculado fue el adecuado para tener una confianza y

potencia que evite el error tipo I o el error tipo 11.
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CONCLUSIONES

El rango reportable validado para el método ECLIA en base a la guia EP06-A del CLSI fue de
0.5 ng/mL a 28.05 ng/mL, rango que involucra puntos de decision clinica para CPT. La ausencia
de no linealidad en todo el rango de trabajo y valores para R cercanos a 1 son buenos predictores
del estudio, ademas de que, el error observado no superd el objetivo de error. En consecuencia,
se sabe que el equipo Cobas e 601 es capaz de emitir resultados directamente proporcionales a

la concentracion aun cuando la matriz se haya modificado

La estimacion de la precision del método en base a la guia EP15-A3 del CLSI mostré una
desviacidn estandar (nivel de prueba 1 ng/mL) en condiciones de repetibilidad de 0.032 ng/mL
(< 0.035 ng/mL, valor estimado por el fabricante) y 0.110 ng/mL (< 0.111 ng/mL, valor del
UVL) en condiciones de precision intermedia. Con lo cual se deduce que la cuantificacion de
tiroglobulina en la matriz de lavado de aguja de aspirado ganglionar no presente influencias del

error aleatorio.

La estimacion de la veracidad del método en base a una prueba de recuperacion y utilizando la
guia EP15-A3 del CLSI permitié obtener un valor para sesgo de 0.21 ng/mL, el cual fue

estadisticamente significativo en relacion a un material de referencia, pero clinicamente Util.

La estimacion del sesgo de la muestra sobre la base de la guia EP07-A2 del CLSI demostr6 la
ausencia de interferencia por hemdlisis y por propiedades de la matriz con resultados de

recuperacion para Tiroglobulina de acuerdo a lo estimado por el fabricante
Independientemente de la condicion del paciente, el equipo Cobas e 601 presenta caracteristicas

de desempefio aceptables que demuestran que el cambio de matriz no afecta a la cuantificacion

del mensurando Tiroglobulina.
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RECOMENDACIONES

Los resultados expuestos son alentadores y abren la posibilidad de evaluaciones mas profundas
que permitan caracterizar con mas potencia el error aleatorio, el error sistematico y el error total
relacionados con la medicion de tiroglobulina ganglionar, por lo que se recomienda en futuras
investigaciones realizar experimentos de precision total considerando diversas fuentes de

variacion (calibracion, operador), de comparacion de metodos (estimacion de la veracidad).

La implementacion de un plan operativo estandarizado mostrd resultados favorecedores en las
diferentes etapas del estudio, por lo que se recomienda aplicar en la practica diaria del

laboratorio los diagramas de flujo expuestos como anexos.

Antes de iniciar un proceso de validacion se recomienda realiza una revision exhaustiva de las
guias a utilizar con el fin de conocer la informacion que se solicitara al fabricante. EI tiempo de
respuesta del fabricante no es inmediato, por lo que cualquier inquietud debe ser generada lo

antes posible.

La validacién de métodos es un tema sensible y poco entendido por los laboratoristas. La
capacitacion del personal permitira que el operador cuestione sus practicas de control de calidad

en las etapas de analisis y preanalisis.
Se recomienda que, en estudios futuros, se determine el valor predictivo positivo, valor

predictivo negativo y se valoren curvas ROC con el fin de estimar la utilidad diagnostica de la

prueba.
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Anexo 1. Cronograma de trabajo
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de la Carrera de Bioquimica Clinica.

Aprobacién del trabajo de investigacién por parte del comité de
ética de SOLCA

Autorizacién del trabajo de investigacién por parte del Ministerio
de Salud Publica y correcion de obervaciones.

Autorizacion del trabajo de investigacion por parte del Ministerio
de Salud Publica.

Recolecci6n de muestras y firma del consentimiento informado.

Inicio del proceso de validacion.

Sistematizacion y andlisis de datos

Desarrollo del marco Teérico

Inicio de la redaccion del capitulo de resultados.

Discusion de Resultados

Desarrollo de Conclusiones y Recomendaciones

Presentacion del documento escrito, para revisién y evaluacién
cualitativa por parte de los lectores.

Revision y Correcciones

Presentacion del documento final en formato electrénico para
calificacion de los lectores.

Defensa oral
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Anexo 2. Oficio CEISH SOLCA

SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER O3y
SOLCA- Nicleo de Quito
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos ECUADOR

NUCLEO DE QUITO

Aprobacion MSP, Oficio N* MSP-VGVS-2017-00006-0, Enero 5, 2017

Oficio N°51-2018 CEISH
Quito, 18 de junio de 2018

Senorita
Carla Suasnavas

ESTUDIANTE DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA CLINICA
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA

De mi consideracion:

A través del presente, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos SOLCA —
Nucleo de Quito le informa que su trabajo de investigacion, titulado “Validacién del método
ECLIA para cuantificacién de tiroglobulina en solucién de lavado de aguja de aspirado
de puncion ganglionar cervical en pacientes con cancer de tiroides tipo papilar del
Hospital Oncolégico SOLCA, Nicleo-Quito ,durante el periodo agosto.septiembre 2018.”
Revisado simultaneamente al MSP se concluye que con las recomendaciones conjuntas su
trabajo es aprobado para su ejecucion.

La presente certificacion tiene una duracién de un afo transcurrido, el cual se debera solicitar
una extension conforme lo estipula el Reglamento del Comité de Etica de Investigacion en
Seres Humanos (CEISH) SOLCA - Quito vigente. En toda correspondencia con el CEISH
favor referirse al siguiente codigo de aprobacion: CEISHSOLCAQ.OBS.18.038.

El investigador es responsable de la veracidad y autoria del estudio, ademas de emitir
reportes de avance del mismo y al final una copia de la publicacién del o los articulos
cientificos derivados de esta investigacion.
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Dr. Henry Gaballerd N. "ot
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Presidente del Comité de Etica de Investigation en Seres Humanos
SOLCA - Nucleo de Quito

Elaborado por Elizabeth Garcia R.
SECRETARIA DEL CEISH SOLCA NUCLEO DE QUITO
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Anexo 3. Oficio Ministerio de Salud Publica

Wi }":'

P
MINISTERIO DE SALUD ‘”‘iﬁ

Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nre. MSP-DIS-2015-0135-0
Cuito, DAL, 19 de julio de 2015

Asunto: EN RESPUESTA A LA SOLICITUD DE EVALUACION DE PROTOCOLO
DE INVESTIGACION OBSEEVACIONAL MSPCURIOD0266-2: " Validacion del
meétodo ECLIA para cuantificacion de tiroglobuling en solucidn de lavado de agwja de

aspirade de puncién ganglionar ..."

Sefiora
Carla Tamara Suasnavas Fosales
En su Despacho

De mi consideraciom:

En atencién a la sclicitud suserita por Carla Tamara Suasnanas Fosales Egresada de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Umiversidad Catdlica del Ecuador, referente a la
aprobacion del protocolo del estudio de Investigacion denomunado:™ Validacien del
métade ECLIA para cuantificacidn de firoglobuling en selucion de lavade de agua de
aspirade de puncion ganglionar cervical en pacienfes con cancer de firoides fipe
papilar del Hospital Oncoligico 50LCA, Niicleo de Quito, durante el periodo
agosto-septiembre 2018, codificado por la Direccidn Nacional de Inteligencia de la
Salud (DIS) como: MSPCURIO00266-2, que contiens las cbservaciones realizadas por la
Direccion  MNacienal de  Imtelisencia de la Salud, mediamte Oficie  Nro.
MSP-DIS-2012-0094-0 de fecha 30 de mayo del 2018, una wvez subsanadas las
observaciones emifidas v cimplidos los requisitos minimos para la evaluacion del mismo
y efectuando ademas con el cnteno favorable de la Direccion Nacional de Estrategias de
Prevencion v Control se APRUEBA la version adjunta del protocolo.

Le recordamos que wma ver finalizada la imwvestigacion, es responsabilidad del
mvestigador principal enviar a esta Direccidn y a la Direccion Nacional de Estrategias de
Prevencion y Control los resultades de la musma; asi como las publicaciones que se
realicen como producto de este estudio.

La Dhreccion MNacional de Inteligencia de la Salud, aprueba los protocolos de los estudios
observacionales en el ambito de sus competencias, en base a una revisicn de la calidad
metodolégica vy ética de los estudios. S5in embargo, el contemdo, la autoria y la
responsabilidad sobre los resultados del estudio comesponden al Patrocinader vy al
Investigador Prncipal, exonerando al Mimisterio de Salud d*ablica de eualquier aceign
legal que se denve por esta causa.

Cabe mencionar que si bien los resultados pedrian contribuir a la salud piblica, éstos no
son de cardcter vinculante para esta Cartera de Estado.

116



et O
VINSTERIO DE SALUD ke

Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccion Macional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nro. MSP-DIS-2018-0135-0
Quito, DAL, 19 de julio de 2015

Con senfimientos de distinguida consideracion

Atentamente,

Med. Adnana Elizabeth Gramzo Martinez.
DIEECTORA NACIONAL DE INTELIGENCIA DE LA SALUD
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Copia:
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Decano Facnltad de Medicina Puce
Francisco Javier Perez Pazmilio

Setior Ezpacialista
Fonald Fobarty Cedatio Vega
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Sanorita Medico
Foming Costa Baliran
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Setiora Magistar
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Sefiors Inzenisrs
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Senorita Doctora
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Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nro. MSP-DIS-2018-0137-0O
Quito, DAL, 23 de julio de 2018

Asunto: Alcance al oficio MSP-DIS-2018-0135-0: RESPUESTA A LA SOLICTTUD DE EVALUACION
PROTOCOLO MSPCURIN00266-2: " Validacion del método ECLIA para cusntficacion de tiroglobulina en
solucion de lavado de aguja de aspirado de puncion ganslionar. "

Sedora
Carla Tamara Suasnavas Rosales
En su Despacho

De mi consideracién:

En alcance al oficdo MSP-DIS-2018-0133-0, de facha 19 de julio del 2018, se adjwma la version aprobada del
protocolo de investizacion observacional tindado: “Validacion del método ECLIA para cuantificacion de
Mhmmm&mm&guahambdemmcmxdmpmnuu
cancer de tircides tipo papilar del Hospital Oncologico SOLCA, Nucleo de Quito, durante el periodo
agosto — septiembre 2018”, con codificacion MSPCURIN00266-2.

Mad Adriana Elizabeth Granizo Martinez.
DIRECTORA NACIONAL DE INTELIGENCIADE LA SALIUD

Ansxos:
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Copia-
Seflor Doctor
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Anexo 4. Consentimiento informado

Consentimiento Informado para investigacion adaptacion de la OMS y MSP.

Este formulario de Consentimiento Informado se dirige a pacientes adultos hombres y mujeres que son
atendidos en el Hospital SOLCA Quito por presentar antecedentes de cancer de tiroides de tipo papilar y
que se les invita a participar en la investigacion titulada “Validacion del método ECLIA para cuantificacion
de tiroglobulina en solucién de lavado de aguja de aspirado de puncion ganglionar cervical en pacientes con
cancer de tiroides tipo papilar del Hospital Oncol6gico SOLCA, Nucleo-Quito, durante el periodo agosto-

septiembre 2018”

Nombre del Investigador Principal: Carla Tamara Suasnavas Rosales
Nombre del Patrocinador: Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
Nombre de la propuesta y version:

Este documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

* Informacion (proporciona informacion sobre el estudio)

* Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar).
Se le dara una copia del documento completo de Consentimiento Informado

PARTE I: Informacion
Introduccién
Mi nombre es Carla Tamara Suasnavas Rosales, soy egresada de la Facultad de Medicina, Carrera de Bioquimica
Clinica de la Pontifica Universidad Catélica del Ecuador. Estoy investigando sobre la validacion de una prueba
gue permita aumentar la sensibilidad de la técnica de puncién y aspirado con aguja fina (técnica que se le acaba
de realizar). Le voy a dar informacién e invitarle a participar de esta investigacion. No tiene que decidir hoy si
participar o no en esta investigacion.

Puede que haya algunas palabras que no entienda. Por favor, me interrumpe cada vez que considere necesario 0

tenga una pregunta o inquietud, le dedicaré el tiempo necesario para explicar y aclarar sus dudas. Si méas tarde
tiene otras preguntas referentes a esta investigacién, puede preguntarme a mi o al Dr. Carlos Fernando Flores
Sampedro, jefe del laboratorio Clinico de SOLCA, quien es el director del presente trabajo de pregrado.

Propésito.

Existe evidencia cientifica que indica que la técnica de Puncion y Aspirado con Aguja Fina (PAAF) que le acaban
de realizar logra una éptima efectividad en la deteccion de ganglios cervicales metastasicos si se la combina con
la medicion de una proteina llamada tiroglobulina, la cual al ser medida en el liquido resultante del lavado de la
aguja que el médico utilizé en su puncion puede lograr que la puncion sea 100% especifica en la determinacion de
si usted estd enfermo/a nuevamente. La razon por la que hacemos este estudio es que la medicion de dicha proteina
debe ser validada para que pueda ser implementada en el laboratorio.

Tipo de Intervencion de Investigacion
Esta investigacion incluira una Gnica puncion, que es la que le acaban de realizar.

Seleccion de participantes

Estamos invitando a todos los adultos con antecedentes de cancer de tiroides papilar que son atendidos en el
Hospital SOLCA Quito para participar en la investigacion referente a la validacion de una prueba que aumente el
valor diagnostico de la PAAF (Puncién y Aspirado con Aguja Fina).
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Participacion Voluntaria

Su participacidn en la investigacion es voluntaria. Usted tiene la posibilidad de participar o no de dicha
investigacidn. Independientemente de si usted decidiera participar o no, los servicios que usted reciben es este
Hospital permaneceran. Usted puede cambiar de opinién y dejar de participar aun cuando haya aceptado antes.

Procedimientos y Protocolos.

A. Procedimientos desconocidos

Para fines de esta investigacion se necesitara el liquido obtenido del lavado de la aguja con la que el médico
le realiz6 la puncion, no se le realizara ninguin otro procedimiento extra. Al final de la investigacidn su muestra
bioldgica sera eliminada.

B. Descripcion del Proceso

Para fines de esta investigacién no se le volverd a llamar al Hospital SOLCA Quito, a menos que su médico
tratante asi lo decida, de ser el caso es necesario que comprenda que su llamado no tendré relacién con esta
investigacion. El proceso para obtener la muestra descrita en esta investigacion se lo realiza lavando la aguja
utilizada en la puncién con una pequefia cantidad de una solucién que contiene sal; la muestra serd
transportada al Laboratorio Clinico del Hospital.

Duracion
La investigacidn durara 5 meses en total. Sin embargo, usted no debera acudir nuevamente al Hospital para fines
de esta investigacion.

Riesgos
No existe riesgos relacionados con esta investigacion.

Beneficios

El beneficio para usted es indirecto, pero es probable que su participacidon nos ayude a encontrar una respuesta a
la pregunta de investigacion. Puede que no haya beneficio para la sociedad en el presente estado de la
investigacion, pero es muy probable que generaciones futuras se beneficien de la implementacién de la prueba,
especialmente pacientes con antecedentes de cancer de tiroides tipo papilar.

Confidencialidad

La informacion que recojamos para fines de esta investigacién se mantendra confidencial. Se trabajaran por
codigos para evitar poner su nombre. Solo los investigadores tendran acceso a dicha informacion, la cual sera
resguardada en el computador del investigador principal. Los resultados del proceso de implementacion de la
prueba seran expuestos a las autoridades de SOLCA vy de la Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador. Es
importante aclarar que solo seran expuestos los resultados relacionados con el problema de investigacion, en
ningtn documento se utilizara el nombre del paciente que consintié participar en el estudio.

Compartiendo los Resultados
Los hallazgos resultantes del proceso de validacion e implementacién de la nueva prueba seran publicados con el
fin de que otros investigadores puedan aprender de nuestra investigacion.

Derecho a negarse o retirarse

Si usted no desea participar en esta investigacidn no tiene obligacién alguna de hacerlo. Usted sera atendido con
los mismos derechos y sin afectacién algan, aunque no participe en esta investigacion. Si usted decide puede dejar
de participar en la investigacion en cualquier momento.

A Quién Contactar
Este proyecto ha sido evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de
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SOLCA, en caso de requerir mas informacion, comuniquese con el Dr. Henry Caballero, presidente del Comité de
Etica de la Investigacion en Seres Humanos del Hospital Oncoldgico SOLCA Nucleo de Quito. Se adjunta el
namero de contacto del Dr. Henry Caballero: 0992947646

PARTE Il: Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion relacionada con la validacién del método que mide una proteina
Ilamada tiroglobulina. Entiendo que la muestra necesaria para esta investigacion corresponde al liquido obtenido
del lavado de la aguja fina con la que el doctor me realizé la puncion, conozco ademas que la puncion que me
realizaron hace parte del diagnéstico clinico y no fue realizada solo para obtener la muestra que se utilizara en esta
investigacion. He sido informado de la ausencia de los riesgos, debido a que la muestra necesaria para este estudio
es el liquido obtenido del lavado de la aguja, material considerado desechable. Sé que el beneficio es indirecto y
gue no recibiré incentivos econémicos. Se me ha proporcionado el nombre del investigador principal y sé que
puedo contactarlos por su nombre y nimero de teléfono. He leido la informacién proporcionada o me ha sido
leida. He tenido la oportunidad de realizar preguntas y se me ha contestado todas las preguntas que he realizado.
Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante y soy consciente de que puedo e
retirarme de la investigacion cuando lo desee, sin que me afecte en ninguna manera mi cuidado médico.

Nombre del Participante Firma del Participante
Fecha
Dia/mes/afio

Si es analfabeto

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el potencial
participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el
individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo
Huella dactilar del participante.

Firma del testigo
Fecha
Dia/mes/afio

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento
informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del Investigador
Firma del Investigador
Fecha

Dia/mes/afio

Se le ha proporcionado al participante una copia de este documento de Consentimiento Informado

Nombre del Participante Firma del Participante
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Anexo 5. Técnica PAAF

transductor

Solucién de lavado de la
aguja utilizada en la puncién
aspiracion con aguja fina.

Esquema de la puncién guiada con ecografo. El transductor es colocado sobre la lesién para
posteriormente introducir la aguja desde unos centimetros mas alla del borde del transductor. La aguja
es dirigida hacia el objetivo siguiendo el plano de corte ecografico. Tomada de (Del Cura,

2010)

Figura 6-8. Técnica de la puncion en la Biopsia por Aspiracion
con aguja fina. Lo optimo es efectuar tres
aspiraciones con un minimo de 30 pases con la
aguja en cada aspiracion modificando el angulo de
entrada de la aguja para conseguir que la muestra
sea lo mas representativa posible.

Tomado de (Instituto Nacional de Cancerologia (México), 2010)

Imagen que corresponde a la oma de muestra por puncion eco dirigida.
(Suasnavas,2018)
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Anexo 6. Alicuotas de solucion salina al 0.9% y otras evidencias

|
L
'!
i
#

x \9”"\”9 8001 0g 4
&= Wil x5

Imagen que evidencia la formacién de alicuotas de solucién salina al 0.9 %.
(Suasnavas,2018)

Corrida analitica del ensayo de Interferencia
(Suasnavas,2018)

Muestras alicuotadas (Suasnavas,2018)

2

Muestras en congelacién a -20 grados.
(Suasnavas,2018)
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Ensayo de linealidad
(Suasnavas,2018)

Corrida analitica linealidad
(Suasnavas,2018)

Corrida analitica dia uno, precision y sesgo.
(Suasnavas,2018)

124



Anexo 7. Certificado de calibracion pipeta ACCUMAX PRO

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Sunco
Fousanank

' SECalMeq SOLUCIONES ESPECIALIZADAS EN CALIDAD Y METROLOGIA neramacon ¥ SAELCL 0L

Pedido No.

2018-CA-365

Adhesivo No. 04155
Certificado No. SECM-V-2018-456

Fecha de calibracién

Objeto

Marca

Identificacion

Division de Escala:

Clase de exactitud:

Direccién

Observaciones

201807-12

Pipeta de piston tipo A / D1

Accumax PRO

J0457563

100 pl

05 put

hee

Plastico (polipropilena)

SOLCA NUCLEC QUITO

Av. De Los Pinos y Eloy Alfaro

Este certificado de calibracion documenta la
trazabilidad hacia el Patrén Naclonal de masa
del Laboratoric Nacional de Metrologia del
Ecuador, el cual es trazable a la realizacidn de
la unidad de medida de acuerdo al Sistema
Internaclonal de Unidades {S1).

La incertidumbre de medida se obtuvo
multiplicande la  incertidumbre estdndar
combinada por un factor de cobertura k=2, ol
cual corresponde 2 un nivel de confianza de
aproximadamente 95% bajo ls supesicién de
que la funcién de densidad de probabilidad del
mensurando es normal, La incertidumbre de la
medicién fue estimada de acuerdo al
documento "Evaluation of measurement data
- Guide to the expression of uncertainty in
measurement”, BIPM. First edition
September 2008,

Es responsabilidad del usuario establecer la
fecha de wuna nueva calibracion del
instrumento. Este documento no es un
certificado de calidad, relaciona los resultados
con los items calibrados en el momento de la
calibracién. El tiempo de validez de los
resultados depende tanto de las caracteristicas
del instrumento calibradoe como de las
précticas para su manejo y uso,

No es recomendable la reproduccidén parcial
de este certificado ya que puede dar lugar a
Interpretaciones  equivocadas de  sus
resultados.

SECalMet no se responsabiliza del uso indebido de este certificado

Calibrado por:

e

Dra. Ménlca Gualotufia
Técnico de laboratario

Autorizado por: Fecha de emision:
2018-07-12
SECalMet
Fis. René Chanchay n&?ﬂu&ﬁgﬁsgo ¥

Diractor Técnico

METROLOGIA ClA. LTDR

Nayon: Calle Segundo Corella N1-37 y calle Quito; Quito-Ecuador; Tel; 02-2884126 / 0990687624 / 0995230691
e-mafl: secaimet.cia.tda@gmail.com ; web: http://secalmet.jimdo.com

FG 19-02 (2014-D8-24)

Edicion: 01

Hojalde2
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Procadimiento PC 09, Procedimionto para callbracon de mediclas de volimen, 1000 & T ot o
procedimiento W.ﬂb&
normalizado de operacion SOP o, 14 del NIST y en la Gula técnica sobre trazablidad en

ﬁuﬁadﬁnﬁmmuvdmém‘pwdmamum
Lugar de la calibracién:
La calibeacion se realizd en ef Laboratorio de SECalMet.

Condiclones amblentales del ensayo
13 — e e T Dens ddlawe
< c hPa hPa % % e’
205 03 | 7483 7483 515 515 9
Patrones y equipos utilizados
Patrones:
Agua destilada grado 3, segin dasificacidn en la norma 15O 3696.
Conductividad ebéctrica: 1,04 pSfem
Balanzas

* Radwag modelo: AS 60/220.R2; Serle: 444451; |d.: Balanza No. 7; Certificado No. SECMI-B-2018-006

Resultados obtenidos
VOLUMEN PARA CONTENER
Volumen Volumen
e Nominal a Medido a Cofreccién U; k2 EMP
20°'C 20°C
[ pl Wk WL W

VOLUMEN PARA ENTREGAR
Volumen Volumen

N Nominal a Medido a Correccidn U; k2 EMP
? 20°C 20°¢
pt —itk | ] B iC3
1 10 10,56 0,56 0,30 0,80
2 50 50,19 0,19 0,30 0,80
3 100 100,49 049 0,30 0,80

EVALUACION:

Los errores del instrumantos son menores o iguales a los errores maximos permitidos establecidos en la norma

NTE INEN-ISO 8655-2, primera ediddn, 2014-01, Aparatos volumétrices acclonados mediante pistén parte 2: Fipetas tipo pistdn,
numeral 7.2, tabla 1.

@[m SECalMet

ESPECIALIZADAS EN CALIDAD Y
Calibrado a Dra. Monica Gualotufia METROLOGIA CIA, LTDA. Revisade por: Fis, René Chanchay

Hoja 2de 2
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Anexo 8. Certificado de calibracion pipeta GILSON.

} v Senvicio U8
\ | Ecuatoriand

Acrediiscion N° SAE LCA 15001
L ABORATORIO DE CALIBRACION

CERTIFICADO DE CALIBRACION

SOLUCIONES ESPECIALIZADAS EN CALIDAD Y METROLOGIA

LSECaIMet

Adhesivo No. 04156
Certificado No. SECM-V-2018-457

Pedido No. 2018-CA-365

Fecha de calibracién 2018.07-12 Este certificado de calibracion ‘documenta la
trazabllidad hacia el Patrén Nacional de masa
del Laboratorio Nacional de Metrologia del

Objeto Pipeta de pistén tipo A/ D1 Ecuador, el cual es trazable a la realizacion de
la unidad de medida de acuerde al Sistema

Marca GILSON Internacional de Unidades (S1).
La incertidumbre de medida se obtuvo

Maduky pipetman multiplicando Iz incertidumbre  estdndar
combinada por un factor de cobertura k=2, el

Serie NE71075 cual corresponde a un nivel de confianza de
aproximadamente 95% bajo la suposicién de
que la funcién de densidad de probabilidad del

Identificacion 2%2% mensurando es normal, La incertidumbre de la
medicion fue estimada de acuerdo al
documento "Evaluation of measurement data

R

e 1000 1. - Guide to the expression of uncertainty in

measurement”.  BIPM, Flrst  edition -

Division de Escala: 2L September 2008,

Es responsabilidad del usuario establecer la

Clase de exactitud: bbb
checlii i fecha de wuna nueva calibracion del

instrumento. Este documento no es un

Materlal: Plastico {polipropileno) certificado de calidad, relaciona los resultados
con los items calibrados en el momento de la
calibracién. El tiempo de validez de los

Cliente SOLCA NUCLEO QUITO resultades depende tanto de las caracteristicas
del instrumento calibrade como de las
practicas para su manejo y uso.

Direccién Av. De Los Pinos y Eloy Alfaro
No es recomendable la reproduccién parcial
de este certificado ya que puede dar lugar a
interpretaciones  equivocadas de  sus

Observaciones Lk resultados.

SECalMet no se responsabiliza del uso indebide de este certificado

Calibrado por: Autorlzado por: Fecha de emisién:

2018-07-12
Yt aoimr— SECalMet |
[
> SECALMET SOLUCIONES
Fis. René Chanchay ESPECIALIZADAS EN CALDAD Y

Dra. Ménica Gualotufia
Técnica de laboratorio

METROLOGIA Cia LTOA

Director Técnico

Nayén: Calle Segundo Corella N1-37 y calle Quito; Quito-Ecuador; Tel: 02-288412§/ 0390687624 / 09952306391
e-mall: secalmet.cia.ltda@gmail.com ; web: http://secalmet.jimdo.com

Edicidn: 01 Hoja 1 de 2

— F£G19-02 (3014-08-24)

127



e —
Ol

LEOQU
Cert. No.: SECM-V-2018.4. : - 2018-CA-365
R 57 Ui i . pedido No.: 2948777 ©
Procedimiento: Procedin] = Fecha de calibracion: 2018-07-12

: - s sado en el
PC 09, Procedimiento para calibracién de medidas de volumen, método gravimétrico, b;,s servicios

do de operacién sop No. 14 del NIST y en la Guia técnica sobre trazabilidad en incertidumbre en

ntes volumétricos por el método Eravimétrico del CENAM,

procedimiento normaliza
de calibracién de recipie

Lugar de la calibracién:

La calibracion se realizé en el Laboratorio de SECalMet,

Condiciones ambientales del ensayo -
To f Po pf o G Dens. del aire
S, 9
C C hpa hPa % % gfem®
21 20,9 746,2 746,2 49,5 48,6 0,000878
Patrones y equipos utilizados

Patrones:
Agua destilada grado 3, segtin dasificacién en la norma ISO 3696.
Conductividad eléctrica: 1,04 pSfem
Balanzas

* Radwag; modelo: AS 60/220,R2; Serie: 444451; Id.: Balanza No. 7; Certificado No. SECMI-8-2018-006

Resultados obtenidos
VOLUMEN PARA CONTENER
Volumen Volumen
Nominal a Medido a Correccion U; k=2 EM.P
Hos 20°C 20°C
ul [ uL ul uL
VOLUMEN PARA ENTREGAR
Volumen Volumen
Nominal a Medido a Correccién U; k=2 EM.P
o 20°C 20°C
pL pL pL pL pl
1 100 101,0 1,0 3,0 8,0
2 500 496,9 3,1 3,0 8,0
3 1000 993,6 6,4 3,0 8,0

EVALUACION: ' , 4
Los errores del instrumentos son menores o iguales a los errores maximos permitidos establecidos en la norma

NTE INEN-ISO 8655-2, primera edicion, 2014-01, Aparatos volumétricos accionados mediante pistén parte 2: Pipetas tipo piston,
numeral 7.2, tabla 1.

e (SECalMet ] =

qulls
1
CALMET SOLUGIONES
> Esr?wuzaogs EN CAUDAD Y —
METROLOGIA ClA- LTDA, Revisado pors Fis"René Chanchay
Calibrado por: Dra. Ménica Gualotufia

Hoja 2 de 2
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Anexo 9. Diagrama de flujo preanalisis

RECOLECCION Y CONSERVACION DE
MUESTRAS BIOLOGICAS

verificar que el posible
participante cumpla con los
criterics deinclusién.

v

Invitar al paciente a participar en
el estudio de validacian.
Responder inquietudes.

v

Permitir la firma del
consentimiento informado

Si™

iniciar el proceso de
recoleccidn de
muestras

i

utilizar un tubo de
pldstico tapon
hemogard

~

mantener el vumen
en 3 ml de solucidn
salinaal 0.9 %
alicuotada con una
pipeta calibrada.

-

verificar que el
lavado de la aguja
se realice con una
triplea accidn de
bombeo

i

rotular la muestra
con un cidigo unico
deidentificacion

He-

registrar lahora de
toma de muestra

muestra a temperatura
ambiente en un lapso

de 30 minutos.

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Carla Suasmavas Dr. Carlos Flores. Dr. Carlos Flores
" DIAGRAMAS DE FLUJO PARA EL | Version: 1
J— MANEJO DEL EQUIFO COBAS 6000-
l MODULAR COBAS 601, Vigente a partic de:
07/10/2018
transportar la

v

una vezen el

no

laboratorio,
centrifugar a 3500
rpm %10 minutos

Y

alicuotar la muestra
enun lapso de 30
minutos

v

FIN

conservar las Recopilar los registros de
muestras durante 8 control de temperatura de
| haras de 15-25 °C, las refrigeradorasy
72 horas de 2-8 °C, congeladores del
mas de 1mes a-20 laboratorio clinico
*C




Anexo 10. Actividades realizadas en la fase de familiarizacion con el método

TEMAS

FECHAS

N° HORAS

TRABAJO
AUTONOMO DE
LA ESTUDIANTE

Actividades

ESTRATEGIAS
DE
APRENDIZAJE

RESULTADOS DE
APRENDIZAJE

EVIDENCIAS

Descripcion

1. Unidad de control, cobas
link y unidad core

Viernes 6y lunes 9

Familiarizacion con los

Lectura de manual

Conocimiento teérico de los
componentes del &rea de

Operacion del quipo,

. 4 por dia |componentes del reactivos,medicion,Pre desarrollo del cuaderno de
de Abril del 2018. del operador. . . .
modulo e 601. P Wash,fungibles y reactivos trabajo.
auxiliares.
Desarrollo de listas Desarrollo del cuaderno
Aprendizaje del fundamento  [de trabajo y lista de
. de chequeo que - .
Conocimiento de las . . tedrico y préctico de la chequeo para el
L evidencien el L .. o
4 especificaciones del o medicion de la conductividad |cumplimiento de la
. cumplimieto de . . . .
sistema. . electrica del agua y monitoreo [conductividad electrica del
condiciones de L .
- de condiciones ambiental. agua y temperatura
operacion ambiental
10 de Abril de 2018 '
Familiarizacion con los Conocer las especificaciones
11y 12 de Abril de . Lectura de manual |referentes a la unidad de Desarrollo del cuaderno
4 por dia  |componentes de la L .
2018 . del operador. muestreo de racks y cddigo de |de trabajo
unidad core cu 150
barras.
Conocimiento del cobas [Lectura de manual Busqueda de informacion en la| Desarrollo del cuaderno
13 de Abril de 2018 4 biblioteca del cobas link y de trabajo y operacién del

link

del operador.

manejo del sistema de ayuda.

equipo.
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3. Interfaz del usuario

24 de Abril de 2018

Lectura del manual del
operador

Correlacion teérico-
préctica

Familiarizarse con las
diferentes aplicaciones
relacionadas con la
panoramica del sistema y
operacion diaria.

Operacion del quipo.

25 de Abril de 2018

Lectura del manual del
operador

Correlacién tedrico-
practica

Conocer la utilidad de la barra
de estado y pestafia de los
mends:
Trabajo,Reactivos,Calibracion,
CC y Utilidades.

Operacion del quipo.

4. Calibracién
4.1 Tipos de calibracion.

4.2 Fundamento de la
calibracion del cobas e601.

4.3 Pantalla calibracién:
solicitud de calibraciones,
revision de resultados,
descarga de datos de los
calibradores.

26 de Abril de 2018

Lectura del manual del
operador

Correlacion tedrico-
practica

La estudiante identifica los
calibradores utilizados para los
procesos de calibracion.

La estudiante puede
interpretar resultados de
calibracion e identificacion de
alarmas.

Operacion del quipo.

5.Control de Calidad

3 de Mayo de 2018

Lectura del manual del
operador.

Lectura del articulo
"Préacticas basicas de
QC" Westgard 2013.

Interpretacion de
graficas de control
de calidad,
aplicacion de
multireglas de
Westgard e
identificacion de
errores aleatorio y
sistematico.

La estudiante puede identificar
tendencias, errores aleatorios y
sistematicos y las diferentes
causas de los mismos
mediante la aplicacion de las
reglas de WESTGARD.

La estudiante identifica los
materiales de control de
calidad utilizados en el
laboratorio.

Desarrollo del cuaderno
de trabajoy operacion del
quipo.

6. Mantenimiento preventivo

4 de Mayo de 2018

Lectura del manual del
operador

Correlacion teérico-
practica

La estudiante puede realizar
el mantenimiento diario del
equipo.

Operacion del quipo.

7-14 de Mayo de 2018

La estudiante asiste a vinculacion con la comunidad para tenerminar sus horas de accion social.
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Anexo 11. Diagrama de flujo de la preparacién del equipo Cobas e 601

1. OPERACION DIARIA/TAREAS DE
RUTINA PARA PREPARAR EL
ANALIZADOR

1.1.UNIDAD CORE: Contenedor

Elaborade por: Revizado por: Aprobado por:
Carla Suasnavas Dr. Carlos Flores. Dr. Carlos Flores
DIAGRAMAS DE FLUJO PARA EL | Version: 1

MANEJO DEL EQUIPOQ COBAS 6000-
MODULAR COBAS e601.

Vigente a partir de:

07102018

A J

de residuos vacio,no hay racks
en bandejas.

1.2.MODULOS: Superficies

limpias,no hay tubos
atrapados. —‘

E601/SE PUEDE MANDAR

STANDBY(de ser el caso)

DESENMASCARAR ELMODULO

INICIALIZACION {12 min) Y ESPERAR “

.+F.

PREPARACION DE
REACTIVOS

MANTENIMIENTO >

—»  CALIBRACION

ac.

Y

v

v

S
__§
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Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Carla Suasnavas Dr. Carlos Floges, Dr. Carlos Flores
4.1 PREPARACION DE REACTIVOS B DIAGRAMAS DE FLUJO PARA EL | Versiin: 1
f= -4 MANEJO DEL EQUIPO COBAS 6000-
i MODULAR COBAS e601. Vigeate & parts de
07/10:2018

Esperar el esc@neo de

Colocarel reactivos/registrar fecha

rotor. Retirar el kit Revisar deapertura del kit/
deTg de SOLCA Ly orientacidn abrir > fecha de caducidad )

(poner arefrigerar). tapas. (LOTE MUEVO).Cuando
Colocar el kit de Tg el lote estaen uso

de la tesis. revisar los test

no disponibles.

son del mismg
lote?

Es necesario ?

no ¥

n L
3 no Registrar |a fecha de
B apertura del kit de
nuevo |ote.

si

Botella de ProCell
de late nuevo ver B-

no
Es necesario?

115/MANUAL

Cambio de botella/ no si
botén verde v
intermitente. B-
114/MANUAL
REMITIRSE A B-116/ r
B-117 MANUAL

REVISAR B-115/
MANUAL

REVISAR B-116/A-93

Necesario
Q | MANUAL




4.2 CALIBRACION: Verificar
la estabilidad de los reactivos y
del sistema en conjunto.

La calibracidn
puede
realizarse en
cualguier
momento
durante la
operacion de
rutina.
*No separe los
viales de un
mismao juego
de
calibradores.

T

Elaborade por:
Carla Suasnavas

Revisado por:
Dr. Carlos Flores.

Aprobado por:
Dr. Carlos Flores

DIAGRAMAS DE FLUJO PARA EL | Version: 1
MANEJO DEL EQUIPO COBAS 6000-

FIN

| MODULAR COBAS e601. Vigente a partic de:
07102018
CALIBRACION- Seleccionar el seliaec?jps:\ﬁ;a
ESTADO- Ir a CALIBRACION-
- método de aparece en la Quitar la seleceién .
e 601.Seleccionar el . Seleccionar CALIBRADOR (Para
calibracidn. —® columna Método » por defecto deotros > >
test y elreactivo c le o GUARDAR . revisar
(Activo 0 SBx- ompleta para resaltada en verde, test(en plomo). informacién)
médulo e601. el botdn Guardar se
Standby) a calibrar. .
vuelve amarillo.
v si
PROCESAR (No
poner otros racks
INICIO con los de mismo lote?
TRABAIO-REVISION calibracion y
CALBRACION. control)
Y
CALIBRACION-ESTADO-
MODULO ef01-test Tg-
RESUL.CALBRACION
no
La listadela
I;iﬁﬁ;:m; seleccionar Seleccionar la
ara ese calibradar Poner el analizador o CALIBRACION- o condicion de
P Buscar porlote, en Standby. "l insTALaR- * busqueda
c6digo o fechade DESCARGAR. disponible (LOTE,..)
cad. +—
¥ v
selecc] I Marcar la casilla del
eleccionar el
calibrador
c?llhrad or, elegir una correspondiente al BUSCAR
posiddn vacia y consecutiva -
para los dos niveles,
ASIGNAR-OK. lote,descargar, OK |
v S




Anexo 12. Registros generados
en el proceso de validacion

LOTE DE REACTIVO:29666601

LOTE DEL CONTROL PCU1:27075890
LOTE DEL CONTROL PCU2:27076190

EQUIPO MODULAR COBAS 6000/e 601

FECHA l RANGO NIVEL 1 NIVEL 2 OBSERVACIONES ACCION CORRECTIVA
—_—
(19.4-28 ng/mL) | (68.1-98.1
ng/mL)
18/09/2018 22.69 77.79
Calibracion de
pack
2/10/18 21.92 90.06
3/10/18 22.0 86.06
4/10/18 26.61 93.12 Es un valor aberrante | Se repite la medicion se obtiene
segun test de nuevamente el mismo valor, sin
Grubs/MEDLABQC | embargo, los valore corridos no
muestran datos aberrantes en relacion
a dos dias anteriores en los que se
corri6 el control. Como la
discordancia es evidenciada solo en el
nivel bajo se decide esperar el valor
de control de calidad del dia posterior.
5/10/18 27.08 98.79 1 Se evidencia una tendencia y el

segundo nivel presenta una alarma
por exceder el rango de referencia.
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5/10/2018

Re-calibracion/se genera calibracién de pack de reactivo y no

de lote.

Se decide pasar otro lote de control
con un mayor periodo de vida util.

LOTE DE REACTIVO:29666601

LOTE DEL CONTROL PCU1:19428600
LOTE DEL CONTROL PCU2:19428800

NIVEL 1 NIVEL 2 OBSERVACIONES ACCION CORRECTIVA
(18.4-26.4 (73.4-105.6
ng/mL) ng/mL )

5/10/2018 24.21 93.07

5/10/2018 22.83 93.24
Para probar si los valores atipicos del
lote de control anterior se debieron a
la inestabilidad de este se decidio
correr nuevamente los controles de
lote anterior, los valores obtenidos se
resaltan en verde

5/10/2018 24.00 97.77

6/10/2018 23.72 92.28

7/10/2018 22.94 96.50 Le quedaban solo 8 test al pack de
reactivo que tuvo estos valores de
control de calidad.

7/10/2018 27.3 110.2 Se pasan nuevamente los controles
porque se termina los test en el pack
de reactivo y porgue se sabia que el
nuevo pack se configuraria con la
calibracion de lote.

Se evidencian valores altos.

8/10/2018 RE-CALIBRACION /se genera calibracion de lote para el
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nuevo pack de reactivo
8/10/2018 22.23 91.83
9/10/2018 24.14 86.51 Lote 27075
10/10/2018 22.61 79.15 Lote 270758
11/10/2018 22.96 93.03 Lote 194286
REGISTROS
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Anexo 13 Esquema de dilucion

S=5 samples

|
2
3
4
5

:Low (L)
:0.75L+0.25H
: 0.50L+0.50H
:0.25L+0.75H
: High (H)

S=6 samples

[ R A

:Low (L)
: 0.8L+0.2H
: 0.6L+0.4H
: 0.4L+0.6H
:0.2L+0.8H
: High (H)

S=7 samples

=1 Ot e L D

: Low (L)
:0.833L+0.167H
: 0.667L+0.333H
: 0.500L+0.500H
: 0.333L+0.667H
: 0.167L+0.833H
: High (H)

S=8 samples

00 =] O LA e L b=

:Low (L)

:0.857L+0.143H
:0.714L+0.286H
:0.571L+0.429H
:0.429L+0.571H
:0.286L+0.714H
:0.143L+0.857TH
: High (H)

S=9 samples

=l R R R R N O

:Low (L)

: 0.875L+0.125H
: 0.750L+0.250H
: 0.625L+0.375H
: 0.500L+0.500H
:0.375L+0.625H
: 0.250L+0.750H
: 0.125L+0.875H
: High (H)

S5=10 samples

I: Low (L)

2: 0.889L+0.111H
3:0.778L+0.222H
4: 0.667L+0.333H
5: 0.556L+0.444H
6:
7
8
0
|

0.444H+0.556H

:0.333L+0.66TH
:0.2220L+0.778H

0.111L+0.889H

0: High (H)

S=11 samples

00 =1 O h L b =

:Low (L)

: 0.9L+0.1H
: 0.8L+0.2H
: 0.7L+0.3H
: 0.6L+0.4H
: 0.5L+0.5H
: 0.4H+0.6H
:0.3L+0.7TH
0:

0.2L+0.8H

10:0.1L+0.9H
11:High (H)
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Anexo 15. Diagrama de flujo para determinar la linealidad segun guia EP06- A

INEAI Establecer los objetivos de
5 £ IDAD: — | error para no inealidad y
Guia EP06-A repetibilidad.
v
Realizar las corridas
@ » analiticas de acuerdo al
disefio.

y

Graficar los datos
(XY) y evaluar
visualmente

Se evidencia NO
LMEALDAD ?

Si Encontrar el problema y

corregirio

A

Cuantos?

.

Realizar una regresion
polinémica para los polinomios Remover el dato
de 1ero,2do y 3er grado

Stop.
Algln
coeficiente no imie EmrOK] eimitodo es
Iqeql es Iineal
significativo?
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Elegir el modele no lineal gue
fue significative. Conzidere el
coeficiente con menor Sy * x
(error est. de la reqgres.}

b

Calcular la diferencia entre el
modelo no lineal (significativo) v
el modelo lineal (1er grado) en
todos log niveles.

La diferenci
£2 mayor que

No

Buscar el
problema v
corregir

el objetivo de

El método &8 no
lineal en algin punto

Se puede
reducir el

Mo

Y

grificar lo
objetivos de
error para
repetibilida

rango?

Eliminar un punto extremo
en donde la no linealidad
parece mayor.

El método es no
lineal.

OK

El método es
lineal
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Anexo 16. Determinacion de los grados de libertad.

Table 6. df,,, as a Function of the Claims Ratio (p = o, / 5,), for Five to Seven Runs, Five Replicates per Run

5 Runs 6 Runs 7 Runs

P dfw p dfw p dfw
274 5 3.02 6 3.27 7
2.06 & 2.25 7 242 8
1.78 7 193 g 206 9
1.62 8 174 9 1.85 10
1.51 9 1.62 10 1.71 11
1.43 10 1.52 11 lel 12
137 11 146 12 154 13
1.32 12 1.40 13 1.48 14
1.28 13 135 14 142 15
1.24 14 1.32 15 1.38 16
1.21 15 1.28 16 1.35 17
119 16 1.25 17 131 18
11e 17 1.23 18 1.29 19
114 18 1.20 19 1.26 20
112 19 118 20 1.24 21
1.10 20 1.16 21 1.22 22
1.08 21 1.14 22 1.20 23
1.05 22 112 23 118 24
1.03 23 111 24 1.16 25
1.00 24 1.09 25 114 26
1.07 26 113 27

1.05 27 111 28

1.03 28 1.10 29

1.00 29 108 30

1.07 31

1.05 32

1.03 33

1.00 34

Abbreviations: o, manufacturer's claim for repeatability; o,,,, manufacturer’s claim for within-
laboratory imprecision; df;,,, degrees of freedom for within-laboratory imprecision.
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Anexo 17. Determinacion del factor F para el calculo del UVL utilizando (dfr) y (dfwL)

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

Number of Samples

DF 1 2 E 4 5 &
5 149 160 166 171 1.74 176
& 145 155 161 165 167 170
7 142 151 156 160 162 165
8 139 148 153 156 158 160
9 137 145 150 153 155 157

10 135 143 147 150 152 154

11 134 141 145 148 150 152

12 132 139 143 146 148 149

13 131 138 142 144 146 147

14 130 137 140 142 144 146

15 1.29 135 139 141 143 144

16 1.28 134 138 140 141 143
17 127 133 136 139 140 141

12 127 132 135 137 139 140

19 126 131 134 136 138 139

20 1.25 131 134 136 137 138

21 1.25 130 133 135 136 137

22 124 129 132 134 135 136

23 1.24 129 131 133 135 136

24 1.23 128 131 132 134 1.35

25 1.23 128 130 132 133 134

26 122 127 130 131 132 134

27 122 126 129 131 132 133

28 122 126 128 130 131 132

29 121 126 128 130 131 132

30 121 125 127 129 130 131

31 1.20 125 127 129 130 131

32 1.20 124 127 128 129 130

33 1.20 124 126 128 129 130

34 1.20 124 126 127 128 129

Abbreviations: DF, degrees of freedom; UVL, upper verification limit.
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Anexo 18. Diagrama de flujo de la estimacion de la precision

Verificacion de
la precision
Guia EP15-A3
T

L 4

Calibrar y comrer
controles para
verificar la
calibracion.

1QC diario estd
en control?

No»|

Recalibrar y
solucionar
problemas

si
v

Recalibrar y
solucionar
problemas

A 4

Analizar al menos dos muestras, una cornda
por dia, 5 réplicas por comrida, por 5
dias, para un total de 25 repeticiones por
muestra (cinco dias).

v

Revisar los datos dianamente, verificar valores
atipicos (Test de Grubbs), revisar controles fuera
de rango o errores preanaliticos. Documentar.

v

Realiza un grafico de dispersion del conjunto de
datos para examinar la consistencia de las
distribuciones dentro de la corrida y entre corridas.

v

Estimar la imprecision por medio de un andlisis de
varianzas unidireccional (ANOVA UNA VIA).

Repetibilidad v precision intermedia.
I

Comparar la repetibilidad v la precision estimada experimentalmente

con lareclamacion de repetibilidad y precision intermedia del
fabricante.
T
o repetibilidad exper. = _
: epetibilidad fabricante? [
|
| I
| |
|
) . |
sl
| no
|
| frecis.intermedia |
I exper. < precis. |
| Sl intermedia del I"IOP*l
: fabricante? [
|
| [
| |
Y ¥
PRECISION Caleular ¢l UVL. .
VERIFICADA Comparar la repetibilidad y la precision
intermedia (experimentales) con el UVL.
I
[
—————————————— .||
Repetibilidad precis.intermedia
Ir experimental <UVL? : exper. < UVL?
I I
I |
| |
| | |
| I |
Si n—-—-———-—-—- #0
f 1
| |
I A i
I
!__ > PRECISION PRECISION NO
VERIFICADA VERIFICADA
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Anexo 19. Reporte Unity para Tiroglobulina. Grupo Par

unity Manufacturer Report for Roche August 2018
Immunoassay Plus * Lot 40340 * Exp 30-Nov-2018 Comentional Units

L

Roche Elacsys/ cobas e 411 Series

Mean 208 204 550 555 918 905
] 0132 0133 0320 0345 0592 0635
o 6.5 65 a7 6.2 65 70
# Poinks 306 3065 N3 FW 239 M2
# Labs 3 75 a5 72 34 &0
Reche Hitachi MODULAR
Mazn 212 208 581 576 - 342
sD 0052 0108 0156 0243 — 07iE
o 24 51 27 43 85
#Puaints L] 756 5 739 — 332
# Labs 2 5 2 5 3
Thaophylling
Roche cobas BO00ENC 311

Maan —
sD — 0174
o —

#Points — 8543 —_ 531
# Lats 1 1

458

11
&
11
B

Roche cobas Intagra/ ¢ 111

Maan — 4% — 144 — s
S0 — 018 —  (8BD — D&M
o -- a7 -- 6.1 -- 23
# Poinis — 7 — b — E
#lats 1 1 1
Thaophylling
Roche cobas G000EM0C 311
Mean 4.4 454 1383 1420 2580 26508
S0 020 0198 D485 0544 080 131
o 50 44 35 45 ai 45
#Points B 937 85 1343 a5 1432
# laks 3 10 3 iz 4 g
Roche HitachiMODULAR
Mean 44 420 1462 1405 2679 2653
S0 0.2B0 0341 0590 0545 109 110
o 63 a1 40 L8 41 41
# Painis 2 196 B b =]
#lats 1 1 1 1 1 1
Thyroglobulin
Roche cobas G000E000C 311
Mezn a7
S sk o ) s o v od
o T8 EE &1 72 58 3B
#Points @4 76 e 2T 180 2080
# Labs o kS 7 3 15 @
Roche cobas G000VB0M0/C 311 = 2nd Generation
Mean (L] aez = =
sD 1 0% 0351 2 0221 [g -- --
o a5 28 52 = =
# Points g8 43 B 43 = =
# Laks 2 2 2 2
Roche Elacsys/ cobas @ 411 Series
Maan A 1M 836 8X 819 794
S0 0563 0604 0655  0.569 0564 0719
o I BS T8 69 68 1]
# Paints 73 580 40 477 45 4B
# Lats 7 20 5 18 4 14
Copyrigh! @2017 Bio-Rad LEDOEINES, e Ganorated 7-5ep-2018 030512 Pap 42
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Anexo 20. Célculo de los grados de libertad combinados

Table 15A. df, for the Combined Standard Error of the Mean and TV as a Function of the Ratio of the Standard Error of
the Reference Material to the Standard Error of the Mean (tau = se_, /sez), for Five Runs, With Five Replicates per Run,
and N, = 10, 20, 50, 100, and 2 200 Laboratories. NOTE: Table 154 is intended for use in Scenarios B (PT) and C (peer
group QC) in Section 3.3, when the user’s experiment involves five runs.

10 Laboratories 20 Laboratories 50 Laboratories 100 Laboratories 200 Laboratories
tau tau - tau c tau tau

0.000 4 0.000 4 0.000 4 0.000 4 0.000 4
0.349 5 0.346 5 0.344 5 0.344 5 0.344 5
0.490 & 0481 6 0477 6 0475 [ 0475 6
0.600 7 0582 7 0.573 7 0.571 7 0.569 7
0.698 8 0.666 8 0.652 8 0.647 8 0.646 8
0.791 9 0739 9 0718 9 0713 9 0710 9
0.886 10 0.806 10 0778 10 0770 10 0.766 10
0991 11 0.869 11 0.831 11 0821 11 0.816 11
1126 12 0929 12 0.880 12 0.867 12 0.861 12
1.500 13 0987 13 0925 13 05910 13 0903 13
2175 12 1.045 14 0.968 14 0949 14 0941 14
2.832 11 1104 15 1.008 15 0.987 15 0977 15
4149 10 1164 16 1.047 16 1.022 16 1.010 16
1227 17 1.084 17 1.055 17 1.042 17
1.295 18 1119 18 1.086 18 1072 18
1369 19 1154 19 1117 19 1101 19
1.455 20 1188 20 1.146 20 1128 20
1561 21 1.221 21 1174 21 1.154 21
1711 22 1.253 22 1.201 22 1179 22
2179 23 1.285 23 1.227 23 1.203 23
3121 22 1317 24 1.252 24 1.227 24
4.070 21 1348 25 1.277 25 1.249 25
5.990 20 1.379 26 13m 26 1271 26
1410 27 1.325 27 1292 27
1441 28 1.348 28 1.313 28
1472 29 1370 29 1.333 29
1503 30 1.393 30 1352 30
1.850 40 1598 40 1527 40
3.500 53 1985 60 1.808 60

4975 103 2.528 120

7.053 203

infinity 9 infinity 19 infinity 49 infinity 99 infinity 199

Abbreviations: df, combined degrees of freedom; PT, proficiency testing; QC, quality control; TV, target value.
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Anexo 21 Diagrama de flujo de la estimacién del sesgo

DETERMINACION DEL SESGO
GUIA EP15-A3

v

Ensayo 5 x 5 (se utiliza los mismos datos obtenidos
en el esanyo de precision)

v

Calcular la media y la desviacion estindar del
conjunto de datos através de ANOVA

v

Determinar el error estandar para el material de
referencia y para la media observada.

v

Obtener los grados de libertad para el material de
referencia

Calcular el intervalo
de verificacion para
el material de
referencia

amedia observada ests
dentro del intervalo de

verificacion?

Se ha demostrado
un sesgo aceptable
parael
procedimiento de
medicion candidato

Calcular el sesgo
entre la media

- — — — — 9 observada y el valor
| del material de
| referencia
1
no |
|
|
v

S

Elsesgo obtenido es <

el objetivo de sesgo?

CONTACTAR AL
FABRICANTE
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Anexo 22 Resultados individuales de la regresion polindmica. 11 niveles.

Tabla 1
Coeficientes de la regresion modelo lineal programa SPSS.
Coeficientes
. . Coeficientes
Coeficientes no estandanzados estandarizados
B Error estandar Beta
t Sig.
by 2935 0,047 0,998 62,321 0,000
by -3,717 0,335 -11,107 0,000
Elaborado por: (Suasnavas C. )
Tabla 2
Coeficientes de la regresion modelo cuadratico programa SPSS
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados COEﬁCI.emES
estandarizados t Sig.
B Error estindar Beta
by 3,237 0,242 1,100 13,351 0,000
I b2 cossiciente no livea -0,023 0,018 -0,105 -1.270 0,221 |
by -4,507 0,704 -5,402 0,000
Elaborado por: (Suasnavas C. )
Tabla 3
Coeficientes de la regresion modelo grado 3 (cibico) pregrama SPSS.
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados Coeﬂc:l.entes
estandarizados t Sig.
B Error estandar Beta
by 1,998 0,851 0,679 2,349 0,032

0.143 0,865

-0,011

by -2.525 1.474 -1,712 0.106
Elaborado por: (Suasnavas C. )
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Anexo 23 Resultados individuales de la regresion polindmica. 5 niveles

Tabla 1
Cogficientes de la regresion modelo lineal programa SPS5 3 diluciones

Coeficientes
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados estandarizado . i
5 ig.
B Desy. Error Beta
by 287 L0065 2038 47,599 000
by =273 J020 -13.841 000
Elaborado por: {Sumsravas C.J
Tabla 2
Cogficientes de la regresion modelo cuadrdtico programa SP5S 5 diluciones
Coeficientes
Coeficientes
Coeficientes no estandarizadoz  estandarizado
5 t Sig.
B Desy. Error Beta
b 251 RIE] 874 2,280 000
bt lineal 008 L0035 A28 1,195 271
b -231 40 -3,804 001
Elaborado por: {Suasrmavas C. )
Tabla 3
Coeficientes de la regresion modelo cilbico programa SP5S 3 diluciones
Coeficientes
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados estandarizad )
os t Sig.
E Desv. Error Eeta
b - 012 L0635 - 043 -191 JB53
brase, tinest 106 024 2266 4,406 003
brase tinest - 011 003 -1,253 -4 187 006
b - 043 030 -872 A7

Elaborado por: (Suasaovas C. )
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Anexo 24 Los resultados individuales del ANOVA de una via para la muestra 1.2 ng/mL y 7
ng/mL

Tabla 1
ANOVA UNA VIA. Muestra 1.2 ng/mL

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados el cuadratica F Sig
Entre grupos ) )
(MS1) 0.228 4 0.057 46946 0.000
Dentro de
0.024 20 0.001
grupos (MS2)
Total 0.253 24
Flaborado por: (Suasnavas C. )
Tabla 2
ANOVA UNA VIA. Muestra 7 ng/mL
ANOVA
Suma de Media F 5
cuadrados gl cuadritica 2
Entre grupos 3.960 4 0,990 30089 0,000
(MS1) ’ ’ ’ :
Dentro de 0.592 18 0.033
grupos (MS2) T )
Total 4.552 22

Elaborado por: (Suasnavas C. )
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