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1. OBJETO

La presente guia define recomendaciones para la aplicaciéon de la norma ISO 15189, en lo
correspondiente a la validacién de métodos. Estas recomendaciones son reconocidas como las
mas apropiadas para responder a las exigencias establecidas por esta norma internacional y
aplican a:

1. Meétodos publicados por organismos cientificos de amplio reconocimiento internacional
(por ejemplo, CLSI, IFCC, IUPAC, 1S0O), declarados por el fabricante, publicados en
revistas internacionales de la especialidad o publicados en directrices internacionales,
regionales o nacionales, todos éstos con informacién previade su validacion.

2. Los métodos indicados anteriormente empleados fuera del alcance previsto
originalmente o con modificaciones técnicas implementadas en el laboratorio. (Nota 1)

3. Métodos desarrollados por el laboratorio.

Este documento constituye una guia préactica para la validacion de métodos, a fin de satisfacer las
recomendaciones y términos de verificacion del desempefio “in situ” de una técnica analitica o de
un dispositivo de diagndstico médico (complejo analizador/reactivo).

Esta guia explica los aspectos de la “validaciéon de métodos” que requieren los laboratorios
clinicos para demostrar el desempefo analitico de los métodos frente a lo declarado por el
fabricante o lo requerido por el laboratorio para asegurar la “validez” de los resultados emitidos
previo al reporte a los usuarios.

Esta guia reconoce que los laboratorios clinicos emplean una gran cantidad de reactivos y
métodos comerciales, por lo que los criterios basicos de aplicacion del método (insertos,
dossiers) estan basicamente determinados por el fabricante.

El laboratorio debe verificar que puede aplicar correctamente los métodos ya validados por el
fabricante previo a su uso en la aplicacién de los ensayos, generando evidencias objetivas para
confirmar su aplicacion correcta.

Nota 1. Si los reactivos e instrumentos son usados estrictamente, bajo las
condiciones del fabricante, el laboratorio debe Unicamente verificar la aplicacion del
método en su entorno, por lo que no es necesario realizar una validacién extensiva del
mismo sino Unicamente una verificacion in situ de su desempefio. Las modificaciones
introducidas invalidan la informacion previa de validacidnaportada por el fabricante, por lo
gue se requerira una validacion extensiva.

2. ALCANCE

Esta guia aplica a los laboratorios clinicos que busquen la demostracion de su competencia
técnica mediante la implementacién de la Norma ISO 15189; ademas servird de base para las
evaluaciones concernientes al proceso de acreditacion del SAE, en lo correspondiente a la
validacion de métodos analiticos.

Esta guia debe aplicarse a todos los métodos analiticos (cuantitativos, cualitativos y semi
cuantitativos), con la finalidad de demostrar su adecuacion para el uso. Ademas, se debera
aplicar cada vez que se cambie, modifique o implemente un nuevo método en el laboratorio.
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Evaluation of theLinearity of Quantitative Measurement Procedures, EP6A, 2003
National Committee for Clinical Laboratory Standards NCCLS.

4, DEFINICIONES
Analito: Especie de interés a determinar en un analisis.

Arrastre: Proceso en el que uno de los materiales componentes de una reaccién quimica, sean
éstos una parte de la muestra, reactivo, diluyente o solucién de lavado son transferidos de un
contenedor o de una mezcla de reaccién a otra. Este puede ser uni o bidireccional en una serie
de especimenes 0 ensayos.

Calibracién: Operacién que bajo condiciones especificadas establece, en una primera etapa,
una relacién entre los valores y sus incertidumbres de medida asociadas obtenidas a partir de
los patrones de medida, y las correspondientes indicaciones con sus incertidumbres asociadas
Y, en una segunda etapa, utiliza esta informacidon para establecer una relacién que permita
obtener un resultado de medida a partir de una indicacion.

Corrida analitica: Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas
condiciones experimentales.

Ensayo/Prueba: Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un
procedimiento.

Nota 2: Referente a Técnica Analitica

Ensayo Cuantitativo: Andlisis que presenta una cifra sobre una escala continla de medicion
donde los limites de medicion altos y bajos son conocidos y estan en relacién directa con una
cantidad o una actividad relacionada directamente por el analito a medir.

Ensayo Cualitativo: Son analisis que no aportan con informacién sobre la cantidad del analito,
sino Unicamente sobre su presencia 0 ausencia (positivo 0 negativo) o eventualmente sobre la
presencia o una actividad superior a un valor dado (como en las titulaciones). Se encuentran
dentro de esta clasificacion todos los andlisis donde el resultado es obtenido por la lectura de la
reaccion por un observador, por comparacion con controles positivos o negativos.

Ensayo Semicuantitativo: Se encuentran dentro de esta categoria los ensayos que se
expresan en un resultado de tipo cualitativo, extrapolados a partir de una medicién cuantitativa
con un efecto de umbral (punto de corte); los métodos tipo RIA y ELISA, que expresan
mediciones en densidades 6pticas, son un ejemplo de esto.

Especificidad: Es la capacidad de determinar el analito inequivocamente en la presencia de
otros componentes, en el cual se espera que esté presente. Comunmente puede incluir
impurezas, degradantes, matriz, etc.

Evidencia objetiva: Datos que respaldan la existencia o veracidad de algo.

Exactitud; Grado de concordancia existente entre el resultado del ensayo y el valor aceptado
como referencia

Exactitud relativa: Grado de concordancia entre los resultados del método evaluado y los
obtenidos utilizando un método de referencia reconocido.
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Incertidumbre de medicién: Parametro asociado al resultado de una medicion, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente, ser atribuidos al
mensurando.

Intervalo de trabajo (Intervalo de reporte): Intervalo de las concentraciones analiticas o los
valores de las propiedades sobre las cuales el método va a ser aplicado. Dentro del intervalo
de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal, en el que, la sefial de respuesta
sistema de medicion tendra una relacion lineal con la concentracion del analito o el valor de la
propiedad.

Nota 3: Se refiere al intervalo de concentracion del parametro de interés, para el cual
el método se considera aplicable.

Nota 4: El intervalo validado es el intervalo de concentracion del analito dentro del cual
el método puede considerarse valido.

Nota 5: Se debe tener en cuenta que el intervalo de medicién para un determinado
parametro, varia de un método a otro, e incluso dentro de un mismo método es
posible aun realizar variaciones del intervalo cambiando algunas de las variables
de medicion. No obstante, la validacion de un método analitico implica la definicion
del intervalo o intervalos de medicion.

Limite de cuantificacion: Es aquel valor de concentracion minimo que puede obtenerse con
unaimprecision aceptable.

Limite de deteccidn: Concentracion minima de un analito en la matriz de una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analiticas
especificas.

Linealidad: La capacidad (dentro de un intervalo dado) para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en las muestras de examen.

El término linealidad aplicado a un método analitico, se refiere al tramo de concentraciones del
analito en el que la respuesta del sistema de medicion es una funcién lineal de la
concentracion; la representacion grafica de este tramo (concentraciones frente a respuestas)
debe exhibir una buena correlacion de los puntos experimentales a la recta de regresion para
gue el método analitico en cuestién sea aceptable.

Magnitud (medible): Atributo de un fendbmeno, de un cuerpo o de una sustancia, que es
susceptible de distinguirse cualitativamente y de determinarse cuantitativamente.

Material de referencia certificado, MRC: Material de referencia caracterizado mediante un
procedimiento metroldgico valido para una o mas propiedades especificadas, acompafiado por
un certificado de material de referencia que proporciona el valor de la propiedad especificada, su
incertidumbre asociada y una declaracién de la trazabilidad metroldgica.

Material de referencia, MR: Material, suficientemente homogéneo y estable con respecto a una
0 mas propiedades especificadas el cual ha sido establecido como adecuado para el uso
previsto en un proceso de medicion.

Medicion: Conjunto de operaciones que tienen por finalidad determinar el valor de una
magnitud.

Mensurando: Magnitud particular sometida a medicion.

Método de medicién: Secuencia l6gica de las operaciones, descritas de manera genérica,
utilizada en la ejecucioén de las mediciones.
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Método de referencia: Método ampliamente investigado, que describe clara y exactamente las
condiciones y procedimientos necesarios, para la medicién de uno o mas valores de la
propiedad, que han demostrado tener exactitud y precision de acuerdo con su propésito de uso
y que puede, por lo tanto, ser usado para evaluar la exactitud de otros métodos por la misma
medicion, permitiendo en particular la caracterizacion de un Material de Referencia.

Método desarrollado por el laboratorio: Método analitico que no se encuentra en normas u
otras colecciones de métodos, ni en publicaciones de terceros, habiendo sido desarrollado por
el propio laboratorio.

Nota 6: El desarrollo del método incluye la etapa de su validacion.

Muestra blanco: Material que es similar en matriz y estado fisico de preparacién a las
muestras que estan siendo analizadas como muestras problema, pero que no contiene el
analito nativo y que es usado con el propoésito de dar seguimiento a diferentes aspectos del
proceso analitico.

Muestra de control: Material de composicion conocida usado con el proposito de dar
seguimiento al proceso analitico, que debe ser similar a las muestras que estdn siendo
analizadas como muestras problema, en cuanto a la matriz, y al estado fisico de preparacion y
el intervalo de concentracion del analito.

Pardmetros de desempefio del método: Son las propiedades, caracteristicas o capacidades
cuantificables del método que indican su grado de calidad; incluyen: exactitud, efecto de matriz,
repetibilidad, reproducibilidad, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad, intervalo analitico, sensibilidad, robustez. Todas estas caracteristicas relacionadas
con los resultados obtenidos.

Nota 7: Rendimiento es considerado equivalente a Desempefio.

Precisién: Grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos,
utilizando una muestra homogénea, bajo condiciones establecidas.

Procedimiento de medicion: Conjunto de operaciones, descritas de forma suficientemente
detallada, que se utilizan para la ejecucién de mediciones particulares de acuerdo a un método
dado.
Nota 8: Un procedimiento de medicion es usualmente descrito en un documento,
llamado algunas veces ‘procedimiento” y que proporciona suficientes detalles para
que un operador pueda realizar una medicién sin necesitar mas informacion.

Recuperaciéon: La recuperacion es el cociente entre la cantidad de analito medida y el
contenido en la muestra. En el caso ideal, se obtiene un 100%. En mediciones experimentales
puede perderse analito especialmente en el caso de tratamientos complejos de muestras con
analito en cantidades traza, dando lugar a porcentajes de recuperacion menores (importante
especialmente en el caso de procedimientos cromatograficos).

Repetibilidad: Precision bajo una condicion de medicién, dentro de un conjunto de
condiciones que incluye el mismo procedimiento de medida, los mismos operadores, el mismo
sistema de medida, las mismas condiciones de operacion y el mismo lugar, asi como
mediciones repetidas del mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo.
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Nota 9: Las condiciones de repetibilidad incluyen: el mismo procedimiento,
analista/observador, ubicacion, instrumento y condiciones de medicion. Por
mediciones sucesivas se entiende aquellas mediciones repetidas dentro de un corto
periodo de tiempo.

Reproducibilidad: Precisién bajo una condicién de medicién, dentro de un conjunto de
condiciones que incluye diferentes lugares, operadores, sistemas de medida y mediciones
repetidas de los mismos objetos u objetos similares.

Nota 10: Una declaracion vélida de reproducibilidad requiere que se especifiquen los
cambios en las condiciones del andlisis o calibracién. Estos cambios pueden incluir:
el principio en que se basa la mediciéon, el método, analista/observador e
instrumento, material y patrones de referencia, ubicacién, condiciones de uso y tiempo.

Robustez: Capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por pequefias pero
deliberadas variaciones en los parametros del método, provee una indicacion de su
confiabilidad en condiciones de uso normales.

Selectividad: La habilidad de un método para determinar exactamente y especificamente el
analito de interés en la presencia de otros componentes en la matriz bajo condiciones
establecidas de prueba.

Nota 11: Selectividad Cualitativa.- Término que indica hasta qué punto otras
sustancias interfieren en la determinacién de una sustancia de acuerdo a un
procedimiento dado.

Nota 12: Selectividad Cuantitativa.- Un término usado en conjuncidon con otros
sustantivos (por ejemplo constante, coeficiente, indice, factor, numero) para la
caracterizacion cuantitativa de interferencias.

Sensibilidad Analitica (0 metrolégica): Es la relacién entre la sefial obtenida de un sistema
de medicion y la correspondiente concentracién de analito, es decir, la pendiente de la funcion
de calibracion y no es sinénimo de limite de deteccion. Cuando la funcion de calibracién es una
recta, la sensibilidad analitica es constante en todo el intervalo de medida. Por el contrario, con
funciones de calibracion diferentes de la recta, la sensibilidad varia en funcién de la
concentracion del analito. El valor absoluto de sensibilidad analitica tiene utilidad para
comparar entre si diferentes procedimientos de medida o métodos basados en la medicién de
una misma sefial fisica. Cuando se trata de funciones de calibracién que no corresponden a
una recta, la sensibilidad debe especificarse para una concentracién determinada de analito o
en forma de funcién de la concentracion del mismo.

Sesgo: Diferencia entre la esperanza matemética de los resultados y un valor aceptado como
referencia.

Validacién: Confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido
los requisitos del método para una utilizacion o aplicacion especifica prevista.

Valor de Referencia Aceptado: Valor que sirve como referencia consensuada para la
comparacion, obtenido a partir de:
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a) Unvalor tedrico o establecido, en base a principios cientificos.

b) Un valor asignado o certificado, en base a trabajos experimentales de alguna
organizacion nacional o internacional.

¢) Un valor certificado o consensuado, con base en trabajos de colaboracién experimental
bajo los auspicios de algun grupo cientifico o técnico.

d) Cuando no se dispone de a, b, 6 c, el valor supuesto de la magnitud (medible); por
ejemplo, la media de una poblacion especificada de mediciones.

Valor Observado: Valor de un mensurando obtenido como resultado de una observacion
simple.

Veracidad: Grado de concordancia existente entre la media aritmética de un gran ndmero de
resultados y el valor verdadero o aceptado como referencia.

Se relaciona con la presencia de errores de tipo sistemético, también llamado “sesgo” o
“desviacion”; que puede expresarse como un valor absoluto o relativo al valor verdadero.

Verificacién: Confirmaciéon mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos especificados para un método.

La verificacion consiste en evaluar el desempefio del método para demostrar que cumple con
los requisitos para el uso previsto, que fueron especificados como resultado de su validacién.

RESPONSABILIDADES

Direccion del Area de Laboratorios:
v' Controlar, implementar y revisar modificaciones que se puedan generar a este
documento por observaciones del personal técnico del SAE, comités técnicos o por
actualizacion de criterios y normativas de referencia.

Personal técnico del SAE:
v' Conocer y aplicar este documento y sugerir revisiones y/o modificaciones del mismo.

Laboratorios clinicos acreditados y en proceso de acreditacion:
v' Observar y conocer lo establecido en este documento.

6. DESCRIPCION
6.1. TIPOS DE METODOS/ENSAYOS

Para propésito de esta guia, los métodos seran clasificados en primer lugar en relaciéon con su
nivel de complejidad en: métodos de baja complejidad (Waived test), de moderada y alta
complejidad (no-waived test).

Los waived test requieren Unicamente el cumplimiento de las recomendaciones de manejo y
uso del fabricante y no necesitan de un operador especializado para su ejecucion e
interpretacion. Esta clasificacion esta en relacion con la regulacion del Clinical Laboratory
Improvement Amendments of 1988 (CLIA 88), en donde se encuentra disponibles las listas de
los test calificados como Waived®

Este tipo de test, carece de recomendaciones de validacion y Unicamente se debe
asegurar su uso en “estrictas condiciones de recomendacion de fabricante”, que incluyen su
almacenamiento, aplicacion e interpretacion. La aplicacion de esta definicibn se hara
exclusivamente para aquellos test que se encuentre de las listas actualizadas CLIA/FDA".

Los ensayos de moderada y alta complejidad, podran ser clasificados en base a la naturaleza

del ensayo como cuantitativo, cualitativo y semicuantitativo.

1 http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfClia/testswaived.cfm
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6.2. PARAMETROS DE VALIDACION Y PROTOCOLOS APLICABLES

e Especificidad

e Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad)
e Veracidad (Sesgo)

¢ Intervalo de medicién

¢ Sensibilidad diagnéstica

e Limite de Deteccion

¢ Limite de Cuantificacion

e Linealidad

e Estabilidad

e Robustez

e Valores de Referencia

e Interferencias

e Correlacién con Método de Referencia o con método ya utilizado en el Laboratorio

Para la demostracion de cada uno de los pardmetros requeridos, podran aplicarse protocolos
publicados por Organismos reconocidos internacionalmente en el &mbito de los Laboratorios
Clinicos, como es el caso de: Clinical Laboratory Standards Institute; Internacional Federation
of Clinical Chemistry; American Asociation for Clinical Chemistry, Westgard QC, u otras
similares.

6.3. ESPECIFICACIONES Y ALCANCE DE LA VALIDACION

Para los métodos de mediana y alta complejidad (no waived test), que respetan las condiciones
definidas primariamente por el fabricante o por el organismo respectivo que lo publicé o
difundi6, se aplican los siguientes requerimientos de validacion dependiendo de su naturaleza
cuantitativa, cualitativa o semicuantitativa.

Parametros Método Método Método Semi-
Cuantitativo Cualitativo Cuantitativo

Especificidad X X X

Precisién (Repetibilidad y

Reproducibilidad) X NA X

Veracidad (Sesgo) X NA NA

Intervalo de medicion X NA NA

Sensibilidad: Limite de

Deteccion X NA NA

imite de Cuantificacién

nsibilidad de Diagndstico NA X X

Linealidad X NA NA

Contaminacion entre Muestras (Si

hubiere arrastre) X X X

Estabilidad X X X

Robustez X X X

Valores de Referencia “ej:

\Valores Normales” X NA NA

Interferencias X NA NA

Correlacién con Método de Referencia ** X X X

Correlacién con Método ya utilizado en

el Laboratorio ** X X X

NA = No aplicable
** Siempre que sea necesario
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Nota 13: Ademas de patrones primarios y/o de materiales de referencia certificados
(CRM) en la mayor parte de analitos, la exactitud en el laboratorio podra verificarse a
partir de los datos del Control de Calidad Externo y la comparacion externa del
Control de Calidad Interno. Conviene sin embargo trazar adecuadamente los modelos
a las técnicas usadas, cuando eso es posible.

Nota 14: La caracterizacion de los parametros de precision (repetibilidad vy
reproductividad) y de exactitud son componentes de la incertidumbre de medida en el
célculo de incertidumbre global segun el enfoque ISO 5725. Asociados a componentes
de calibracién, cuando proceda, y a otros componentes, la incertidumbre global puede
entonces determinarse.

6.4. ESPECIFICACIONES Y ALCANCE DE LA VERIFICACION EN METODOS NO
MODIFICADOS

En los métodos no modificados, los requerimientos de verificacién, asi como sus potenciales
fuentes, se presentan en las siguientes tablas, dependiendo de si trata de un ensayo
cuantitativo, cualitativo o semicuantitativo.

6.4.1. Métodos no modificados cuantitativos

Requerimientos Bibliografia Verificacién in situ
Especificidad X No
Precision (repetibilidad-reproducibilidad) X Si
Veracidad (Sesgo) X Si*
Sensibilidad: Limite de X Si es necesario
deteccién / Limite de
Linealidad X Si es necesario y si es
Arrastre X Si para} los parame_tros
y métodos sensibles
Estabilidad X Si es necesario
Robustez X No
Valores de referencia Una vez que el método
sea adoptado por el
laboratorio” **
Interferencias X Si es necesario
Correlacién con método de referencia* X No
Correlacién método anteriormente X (Sies Si es posible
empleado*** necesario)

* Nota 15: Para analitos muy particulares el laboratorio debera evidenciar la no disponibilidad
de mecanismos para su determinacion, justificandolo documentalmente.

** Nota 16: Los valores de referencia pueden ser calculados una vez que el método fue
adoptado por el laboratorio. Se pueden usar hasta entonces los valores de referencia sugeridos
por el fabricante.

*** Nota 17: Se debe considerar el impacto del uso clinico de los resultados emitidos con
el nuevo método, especialmente en aquellos analitos usados cominmente en el monitoreo de
la condicion de salud de los pacientes.
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6.4.2. Métodos no modificados cualitativos

Requerimientos Bibliografia Verificacién in situ
Especificidad X No
Sensibilidad diagnéstica X Si es necesario
Arrastre X Si
Estabilidad X Si es necesario
Robustez X No
Correlaciéon con método de referencia* X No
Correlacién método anteriormente X (Si existe) Si es posible
empleado***
*Ver Nota 15
***Ver Nota 17
6.4.3. Métodos no modificados semicuantitativos
Requerimientos Bibliografia Verificacion in situ
Especificidad X No
Precisién (repetibilidad-reproducibilidad) X Si
Sensibilidad diagnéstica X Si es necesario
Arrastre X Si
Estabilidad X Si es necesario
Robustez X No
Interferencias X NA
Correlacion con método de referencia* X No
Correlacién método anteriormente L . .
X (Si existe) Si es posible
empleado

6.5. ESPECIFICACIONES Y ALCANCE DE LA VERIFICACION EN METODOS
MODIFICADOS

Para el caso de los métodos modificados, no se aceptaran las evidencias bibliograficas para
los requerimientos, por lo que se deberan demostrar in situ todos los requerimientos para su
validacion extensiva, empleando los criterios definidos para los ensayos cuantitativos,
cualitativos o semicuantitativos presentados previamente.

6.6. BANCO DE SANGRE

En el caso de métodos no modificados, que se han encontrado establecidos previamente en el
laboratorio (al menos dos afios antes de la evaluacion), los datos de control interno y la historia
del desempefio del control externo de calidad durante este periodo se podran considerar como
evidencia de validacion luego de su analisis de desempefio. (Accreditation Manual for
Pathology and Clinical laboratory Services. Joint Commission on Accreditation of Healthcare
Organizations (JCAHO))
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6.7. ESTUDIOS ESPECIALES

La validacion/verificacion de métodos, dependiendo del tipo de ensayo, en base a lo definido
en la presente guia, debera realizarse cuando existan cambios mayores en el instrumento. Se
consideran cambios mayores cuando se realice un cambio de equipo 0 un mantenimiento
mayor, que afecte directamente a los componentes de medicion instrumental y que haya
requerido un retiro del equipo de las instalaciones donde habitualmente funciona. Ademas, se
requerira que una vez realizada la verificacién del método, este se mantenga en monitoreo a
través de sus programas de control interno y externo de la calidad.

En aquellos métodos cuyo desempefio sea operador-dependiente, se debe evaluar el impacto

del cambio de operador a través de la aplicacién del protocolo de validacién/verificacion
detallado en esta guia.

7. REGISTROS

Ninguno
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