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INTRODUCCIÓN 

El Instituto de Estándares Clínicos y de 

Laboratorio (CLSI), es una organización que 

busca fomentar la excelencia en medicina 

desarrollando e implementando pautas que 

ayuden a mejorar la calidad de las pruebas que 

realizan los laboratorios. En este contexto, el 

protocolo de evaluación 06-A (EP06-A) guía a los 

usuarios para la evaluación de la linealidad (LIN) 

o la verificación del intervalo de medición 

determinado previamente por el fabricante, 

    Química Clínica  

RESUMEN  

Introducción: El protocolo que utilizan la mayoría de los fabricantes para establecer su característica de 
desempeño sobre linealidad, o los laboratorios para verificar un intervalo de medición propuesto por el 
fabricante, está basado en la guía documento Protocolo de Evaluación06 – A (EP 06-A) del Instituto de 
Estándares Clínicos de Laboratorio (CLSI). La linealidad se evalúa en aspectos estadísticos y aspectos 
clínicos, siendo de interés primordial la evaluación clínica. Debido a la asistencia de neonatos al Hospital 
Polivalente, cuyos valores de bilirrubina sérica total (BST) abarcan todo el rango de medición de 
concentraciones, es de sumo interés este análisis. Diseño: Trabajo experimental, analítico y transversal. 
Entorno: Hospital Misericordia de la Provincia de Córdoba. Materiales y métodos: Se utilizó el programa 
LinCkecker, una muestra de concentración alta (lo más próxima al límite superior de concentración 
declarado por el fabricante) y muestra de concentración baja.Se preparó una serie de 5 diluciones a partir 
de estas dos, siguiendo el protocolo EP 06-A. Objetivo: Verificar el intervalo de medición del método 
diazo para BST y enfatizar la utilidad e importancia de esta herramienta de calidad. Resultados: El 
análisis de regresión lineal para el método diazo que determina BST, arrojó un polinomio de cuarto orden 
y un error máximo de no linealidad del 1.56 %. Conclusión: Se identificó que el intervalo de medición que 
abarca de 0 a 25 mg/dL, no es estadísticamente lineal. Sin embargo, al evaluar el error de no linealidad y 
enfrentarlo a la especificación de calidad, se concluyó que no excede el error sistemático permitido del 4.5 
%, por lo que se puede realizar el ajuste lineal en el rango de concentraciones propuesto. 
 
 
 
Palabras clave: Bilirrubina sérica total (BST), Instituto de Estándares Clínicos de Laboratorio (CLSI), 
Protocolo de Evaluación (EP06-A), Error total permitido (ETp), Error sistemático aceptable (ESa), 
Linealidad (LIN). 
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controlando las condiciones de precisión y 

veracidad. (1) 

Se ha desarrollado una amplia variedad de 

métodos analíticos y estadísticos para estimar la 

salida del experimento de LIN. Los métodos para 

la interpretación de los datos han evolucionado a 

lo largo de los años desde la simple inspección 

visual hasta el análisis de regresión estadística 

polinomial. (2, 3, 4) 

Las técnicas han sido ampliamente revisadas por 

Tholen DW y Martin H. Kroll (médicos y profesores 

de patología en Boston), autores de la mayoría de 

los artículos publicados respecto al análisis de 

LIN.(4,5) 

El método más comúnmente utilizado para 

interpretar los resultados de un experimento de 

LIN es la revisión visual de un gráfico de los 

valores medidos versus el valor verdadero para 

cada nivel de dilución, teniendo la expectativa de 

que los valores del eje Y (valor medido u 

observado) estén lo más cerca posible de los 

valores del eje X (valor verdadero). La evaluación 

se basa en el grado en que los datos siguen una 

línea recta.(2, 3, 5) 

El análisis dice que el método es lineal cuando la 

recuperación del analito de interés (valor medido 

u observado), es linealmente proporcional a la 

concentración o contenido real del mismo (valor 

real) en la serie de diluciones generadas. (3) 

Para la verificación del rango lineal, como en 

América Latina no existe accesibilidad a 

estándares comerciales ya preparados en 5 o 7 

concentraciones diferentes del analito de interés 

que simplifiquen el trabajo, generalmente se 

trabaja con un protocolo alternativo conocido 

como protocolo de concentraciones equidistantes, 

para lo cual se necesita una muestra de 

concentración alta, una muestra de concentración 

baja y/o diluyente, el inserto del fabricante, un 

software para el análisis estadístico, haber 

establecido un requisito de calidad para el 

procedimiento de medida y contar con material 

volumétrico correcto para las diluciones que se 

generan.  

La evaluación de la LIN, aunque no reciba la 

atención que se merece, es una herramienta 

necesaria para satisfacer los requisitos 

regulatorios de garantía de calidad en el 

laboratorio clínico.(6) Desafía todo el rango de 

medición incluyendo los extremos, y puede 

detectar problemas como el deterioro del 

espectrofotómetro o el de los reactivos, inclusive 

una inadecuada calibración. (7) 

Por tratarse de bilirrubina, cuyo dosaje es uno de 

los exámenes de laboratorio más frecuentes 

llevados a cabo en los recién nacidos (RN), los 

cuales poseen niveles elevados de BST que 

suelen rondar o estar cercano al límite de 

linealidad superior propuesto por el fabricante, es 

de sumo interés la verificación del rango lineal en 

el laboratorio de análisis clínicos del Hospital 

Polivalente, para la mejor calidad en la prevención 

y tratamiento de la hiperbilirrubinemia.(8) 

 

Objetivos: 
 

Objetivo General: 

Verificar el intervalo de medición del método diazo 

usado rutinariamente para dosar bilirrubina sérica 

total (BST). 

 

Objetivo Secundario: 

Enfatizar sobre la utilidad e importancia de 

evaluaciones de LIN para pruebas clínicas como 

herramienta de calidad en la prevención y 

tratamiento clínico. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Tipo de estudio  
 

Trabajo experimental, analítico y transversal. 

 

Muestra  
 

Se utilizó una muestra de concentración alta 

(próxima al límite superior declarado por el 

fabricante) y muestra de concentración baja 

cercana al límite de cuantificación de bilirrubina 

propuesto por el fabricante (0.10 mg/dL). A partir 

de estas muestras, se preparó una serie de 5 

diluciones, siguiendo el protocolo de 

concentraciones equidistantes para cubrir de 

manera homogénea todo el intervalo de medición. 

Se trabajó con volúmenes finales entre 100 - 150 

µL y material volumétrico (micropipeta automática 

DRAGONLAB ajustable de 5 – 50 µL y 100 µL) 

calibrada, homogenizando correctamente las 

diluciones antes de procesar las muestras. 

Se obtuvo así para cada una de las 5 diluciones, 

una concentración teórica. Además, estas se 

procesaron por triplicado utilizando el método 

diazo para BST mediante el autoanalizador 

Architect C4000;y cargando en el software todos 

los valores obtenidos y calculados, el programa 

informático realizó un gráfico de X e Y. En X se 

correspondieron los valores teóricos yen Y los 

medidos por triplicado. Se evaluó finalmente el 

intervalo de medición tanto lineal como 
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clínicamente, debido a que el programa también 

arrojó en porcentaje el error de no linealidad 

vinculado al error sistemático, el cual se lo 

comparó con el requisito de calidad establecido 

en la base de datos de variabilidad biológica en 

condiciones óptimas de trabajo para BST.  

 

Criterios de Inclusión y de exclusión: 
 

Criterios de inclusión: Muestra de paciente con 

concentración elevada, próximo al límite superior 

declarado por el fabricante; y muestra de 

concentración baja cuyo valor, este cercano al 

límite de cuantificación establecido por el 

fabricante. 

 

Criterios de exclusión: Muestra de concentración 

baja con cantidad del analito menor o muy 

diferente del límite de cuantificación y muestra de 

concentración alta mayor o lejana al límite 

superior declarado por el fabricante. Muestra 

hemolizada o lipémica, serán excluidas por 

producir interferencia en la medición de BST, 

generando falsos positivos. 

 

Requerimiento de calidad e interpretación de 

LIN  
 

El requisito de calidad para BST establecido en la 

base de datos según variabilidad biológica en 

condiciones óptimas de trabajo es del 13.5% 

como error total máximo permitido (ETp). De ese 

error, se le atribuye un 4.5 % al BIAS % o error 

sistemático permitido (ESp). Este presupuesto de 

error parte de considerar a la variabilidad 

biológica individual y grupal involucrados en la 

siguiente formula:  

BIAS % < 0.125 (CV individual 2 + CV grupal 2)1/2 

En el caso de una no linealidad estadísticamente 

significativa, el programa LinCkecker calcula una 

"desviación estándar" entre la curva de 

calibración real y una línea teórica en el rango 

reportable (depende de todas las desviaciones 

elementales a la linealidad), generando una no 

linealidad máxima como error. Si el error de no 

linealidad arrojado por el estadístico utilizado es 

menor al BIAS % establecido, se concluye que el 

procedimiento de medida se ajusta linealmente en 

el rango de concentraciones establecido por el 

fabricante. 

 

Análisis Estadístico  
 

Se utilizó el programa informático 

LinCkeckerversión 1.1.2 (Copyright ©2001 by 

Philippe Marquis, Metz, France) para procesar los 

datos. Éste, realiza la verificación de linealidad 

tanto estadística como clínica (si así se requiere). 

 

Métodos 
 

Método químico, determinación de BST: Las 

muestras o diluciones equidistantes generadas se 

midieron con metodología marca Abbott, que 

implementa modificaciones del método diazo y se 

aplica rutinariamente en la práctica diaria. Las 

características específicas son: linealidad de 0.10 

mg/dL a 25 mg/dL (verificada utilizando la guía 

protocolo de evaluación EP6 – A del Instituto de 

Estándares Clínicos de Laboratorio), imprecisión 

tal que el coeficiente de variación porcentual (CV 

%) total es menor o igual al 5 %, según la guía 

EP5 – A2 de la CLSI. Se utilizó el autoanalizador 

Architect C4000. 

 

RESULTADOS 

Los resultados calculados y obtenidos mediante el 

procesamiento de los triplicados de las 5 

diluciones por el método diazo para BST en el 

autoanalizador Architect C4000,se cargaron en el 

software LinCkecker como lo muestra la Tabla 1, 

en donde se puede visualizar el nombre del 

laboratorio, la fecha de realizado el protocolo, el 

método con el cual se trabajó, las unidades de 

medida, el requerimiento de calidad, la cantidad 

de diluciones con las que se trabajó, la 

concentración alta y baja de las que surgieron 

todas las diluciones, la asignación que se le dió a 

la línea de referencia de seguir una recta de orden 

1; y debajo de todo, las concentraciones teóricas 

y observadas por triplicado.  

Se obtuvo un gráfico de X (valores teóricos) y de 

Y (valores medidos u obtenidos) en donde el 

programa trazó la curva que mejor ajusta todos 

esos puntos, la cual fue de orden 4 como lo 

muestra el análisis de regresión polinomial de la 

Tabla 2 y el grafico de la Figura I. La línea roja es 

la recta de referencia, mientras que la línea azul 

representa la curva obtenida. Se observa 

visualmente una diferencia entre ambas curvas 

debida al error de no linealidad. En el margen 

superior izquierdo de la figura está indicado que el 

método no es lineal, referido a una linealidad 

estadística.  

Debido a ello, el software realizó un segundo 

análisis de los datos y calculó el error de no 

linealidad máxima en base a todas las 

desviaciones elementales a la linealidad, el cual 

arrojó un valor del 1.56% como lo muestra la 

Tabla 3.Este valor se comparó con el requisito de 
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calidad de BIAS % presupuestado igual al 4.5%, y 

se concluyó que el procedimiento de medida se 

puede ajustar de forma lineal en el rango de 

concentraciones evaluado, considerando que 

tiene validez clínica basándonos en la base de 

datos para variabilidad biológica óptima. 

 

DISCUSIÓN 

Los laboratorios deben garantizar la confiabilidad 

de los resultados que arrojan, por ello cuando falla 

la evaluación de linealidad, se deben realizar 

acciones correctivas que dependerán del analito, 

del método y la extensión de la no linealidad.  

Dado que cada situación es diferente, y que el 

error puede deberse a cualquiera de las etapas 

del proceso de laboratorio, se sugiere que durante 

los pasos preanalíticos, el error humano sea 

minimizado.  

Respecto a la etapa analítica, el error puede surgir 

de varios pasos del proceso. Un buen punto de 

partida es verificar el mantenimiento, el control de 

calidad y los registros de calibración durante el 

período anterior a la prueba de linealidad. Esto 

puede proporcionar cierta evidencia y dirección 

para encontrar y corregir la fuente que podrá ser 

la causante de un bajo rendimiento en la 

evaluación de LIN. Los problemas más comunes 

incluyen un desplazamiento de la longitud de 

onda del espectrofotómetro, una óptica sucia o 

envejecida ya sea de la lámpara o de las cubetas; 

y una inadecuada calibración. (11) También 

pueden surgir problemas si los reactivos están 

vencidos o cercanos al final de su vida útil.(9, 10) 

El método polinomial utiliza objetivos clínicamente 

relevantes para evaluar el rango analítico de 

medida y tiene la capacidad de detectar 

problemas antes de que ocurran fallas en las 

mediciones que repercutirán en el diagnóstico 

médico sin poder las mismas, ser prevenidas en 

el control de calidad diario, debido a que en el 

mismo, no se cubren los niveles de decisión 

médica, sobre todo el nivel alto, indispensable 

para el diagnóstico de hiperbilirrubinemia (HBIL) 

en recién nacidos. Por lo tanto, las correcciones 

de la no linealidad pueden garantizar un resultado 

de laboratorio preciso y confiable, lo cual es 

fundamental para el cuidado de la salud. Por tal 

motivo, se debe concientizar sobre la realización 

de una verificación de LIN, sobre todo en los 

casos en donde el analito en cuestión arroja 

resultados de pacientes que cubran todo el 

intervalo de medida propuesto por el fabricante, 

principalmente si están cercanos al límite superior 

del intervalo.(7) 

En conclusión, se verificó en el Hospital 

Misericordia Nuevo Siglo de la Provincia de 

Córdoba, que el método diazo para medir 

bilirrubina no es estadísticamente lineal en el 

rango de concentraciones especificadas. Sin 

embargo, el método se puede ajustar de forma 

lineal en el rango de concentraciones propuesto 

por el fabricante, debido a que el error de no 

linealidad arrojado por el estadístico utilizado es 

menor al BIAS % establecido, lo que indica que 

los resultados arrojados no repercutirán 

clínicamente de forma adversa.  

El error de no linealidad más alto de 0.34 mg/dL 

de concentración se dio a un valor pico de 

21.33(tabla 3).A pesar que no repercute en la 

toma de decisiones médicas, en ese pico de 

máximo error, no existen controles de calidad 

disponibles comercialmente, por lo que insistimos 

en la importancia de realizar la verificación de LIN, 

principalmente en aquellas instituciones donde 

asisten RN para el control y prevención de 

Hiperbilirrubilinemia. Además, enfatizamos con la 

puesta en práctica de un control cercano al nivel 

de decisión médica de concentración alta de BST, 

para detectar errores que puedan ocurrir en el día 

a día.(3, 5, 12) 

La experiencia indica que además de solventar 

los mantenimientos de los equipos como la etapa 

preanalitica de este analito fotosensible, es 

fundamental que la etapa analítica sea la correcta. 

La encefalopatía aguda por HBIL es causa de 

muerte neonatal y puede dejar secuelas 

permanentes en los sobrevivientes.  

El kernicterus (definición reservada para las 

manifestaciones crónicas por HBIL), aunque es 

una patología totalmente prevenible, sigue 

ocurriendo en el mundo debido a una inadecuada 

prevención, del cual nosotros como Bioquímicos 

somos participes; por lo que debemos estar 

involucrados y ser los responsables de generar 

resultados confiables para el diagnóstico médico 

y el tratamiento que el paciente merece. (13, 14) 

La inspección visual de la ictericia en la piel como 

evaluación clínica es inexacta y subjetiva, por lo 

que es propicio crear un ambiente de confianza y 

una relación interdisciplinaria médico – 

bioquímico que evite perjudicar al paciente con 

una conducta clínica errónea. (15) 

La HBIL es la causa más frecuente de 

reinternación en el RN, que conlleva a 

complicaciones graves y gastos públicos extras e 

innecesarios en las políticas de salud, por lo que 
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es nuestra responsabilidad además de tener un 

rol protector, enfatizar que la cuantificación de 

BST sigue siendo el Gold Estándar.(16, 17) 

Una limitación del trabajo fue que, por la dificultad 

de conseguir una muestra de concentración alta 

de gran volumen, se procedió a realizar un pool 

de suero con muestras de neonatos de BST 

cercano al límite de linealidad asignado por el 

fabricante de reactivos. En el protocolo alternativo 

de concentraciones equidistantes sin embargo, se 

recomienda trabajar siempre con volúmenes 

grandes para evitar errores por dilución. 
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