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RESUMEN

Introduccion: El protocolo que utilizan la mayoria de los fabricantes para establecer su caracteristica de
desempefio sobre linealidad, o los laboratorios para verificar un intervalo de medicién propuesto por el
fabricante, esta basado en la guia documento Protocolo de Evaluaciéon06 — A (EP 06-A) del Instituto de
Estandares Clinicos de Laboratorio (CLSI). La linealidad se evalGa en aspectos estadisticos y aspectos
clinicos, siendo de interés primordial la evaluacion clinica. Debido a la asistencia de neonatos al Hospital
Polivalente, cuyos valores de bilirrubina sérica total (BST) abarcan todo el rango de medicién de
concentraciones, es de sumo interés este andlisis. Disefio: Trabajo experimental, analitico y transversal.
Entorno: Hospital Misericordia de la Provincia de Cérdoba. Materiales y métodos: Se utiliz6 el programa
LinCkecker, una muestra de concentracion alta (lo mas préxima al limite superior de concentracion
declarado por el fabricante) y muestra de concentracién baja.Se prepard una serie de 5 diluciones a partir
de estas dos, siguiendo el protocolo EP 06-A. Objetivo: Verificar el intervalo de medicidon del método
diazo para BST y enfatizar la utilidad e importancia de esta herramienta de calidad. Resultados: El
andlisis de regresion lineal para el método diazo que determina BST, arrojé un polinomio de cuarto orden
y un error maximo de no linealidad del 1.56 %. Conclusion: Se identificé que el intervalo de medicion que
abarca de 0 a 25 mg/dL, no es estadisticamente lineal. Sin embargo, al evaluar el error de no linealidad y
enfrentarlo a la especificacion de calidad, se concluyd que no excede el error sistematico 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 Estandares Clinicos de Laboratorio (CLSI),
Protocolo de Evaluacién (EP06-A), Error total permitido (ETp), Error sistematico aceptable (ESa),
Linealidad (LIN).
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ayuden a mejorar la calidad de las pruebas que
realizan los laboratorios. En este contexto, el
protocolo de evaluacién 06-A (EP06-A) guia a los
usuarios para la evaluacion de la linealidad (LIN)
o la verificacion del intervalo de medicion
determinado previamente por el fabricante,
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controlando las condiciones de precision y
veracidad. @

Se ha desarrollado una amplia variedad de
métodos analiticos y estadisticos para estimar la
salida del experimento de LIN. Los métodos para
la interpretacion de los datos han evolucionado a
lo largo de los afios desde la simple inspeccion
visual hasta el andlisis de regresion estadistica
polinomial. @34

Las técnicas han sido ampliamente revisadas por
Tholen DW y Martin H. Kroll (médicos y profesores
de patologia en Boston), autores de la mayoria de
los articulos publicados respecto al andlisis de
LIN.®5)

El método mas comunmente utilizado para
interpretar los resultados de un experimento de
LIN es la revision visual de un grafico de los
valores medidos versus el valor verdadero para
cada nivel de dilucion, teniendo la expectativa de
que los valores del eje Y (valor medido u
observado) estén lo mas cerca posible de los
valores del eje X (valor verdadero). La evaluacion
se basa en el grado en que los datos siguen una
linea recta. 3.9

El andlisis dice que el método es lineal cuando la
recuperacion del analito de interés (valor medido
u observado), es linealmente proporcional a la
concentraciéon o contenido real del mismo (valor
real) en la serie de diluciones generadas. ®

Para la verificacion del rango lineal, como en
América Latina no existe accesibilidad a
estandares comerciales ya preparados en 5 0 7
concentraciones diferentes del analito de interés
que simplifiqguen el trabajo, generalmente se
trabaja con un protocolo alternativo conocido
como protocolo de concentraciones equidistantes,
para lo cual se necesita una muestra de
concentracion alta, una muestra de concentracion
baja y/o diluyente, el inserto del fabricante, un
software para el anadlisis estadistico, haber
establecido un requisito de calidad para el
procedimiento de medida y contar con material
volumétrico correcto para las diluciones que se
generan.

La evaluacién de la LIN, aunque no reciba la
atencién que se merece, es una herramienta
necesaria para satisfacer los requisitos
regulatorios de garantia de calidad en el
laboratorio clinico.® Desafia todo el rango de
medicion incluyendo los extremos, y puede
detectar problemas como el deterioro del
espectrofotdometro o el de los reactivos, inclusive
una inadecuada calibracién. ("

Por tratarse de bilirrubina, cuyo dosaje es uno de
los exédmenes de laboratorio mas frecuentes
llevados a cabo en los recién nacidos (RN), los
cuales poseen niveles elevados de BST que
suelen rondar o estar cercano al limite de
linealidad superior propuesto por el fabricante, es
de sumo interés la verificacion del rango lineal en
el laboratorio de andlisis clinicos del Hospital
Polivalente, para la mejor calidad en la prevencion
y tratamiento de la hiperbilirrubinemia.®

Objetivos:

Objetivo General:

Verificar el intervalo de medicion 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 clinicas como
herramienta de calidad en la prevencion vy
tratamiento clinico.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Trabajo experimental, analitico y transversal.

Muestra

Se utiliz6 una muestra de concentracion alta
(proxima al limite superior declarado por el
fabricante) y muestra de concentraciébn baja
cercana al limite de cuantificacion de bilirrubina
propuesto por el fabricante (0.10 mg/dL). A partir
de estas muestras, se prepar6 una serie de 5
diluciones, siguiendo el protocolo  de
concentraciones equidistantes para cubrir de
manera homogénea todo el intervalo de medicién.
Se trabajé con voliumenes finales entre 100 - 150
pL y material volumétrico (micropipeta automatica
DRAGONLAB ajustable de 5 — 50 pL y 100 pL)
calibrada, homogenizando correctamente las
diluciones antes de procesar las muestras.

Se obtuvo asi para cada una de las 5 diluciones,
una concentracion tedrica. Ademas, 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
informético realizé un gréfico de X e Y. En X se
correspondieron los valores tedricos yen Y los
medidos por triplicado. Se evalud finalmente el
intervalo de medicion tanto lineal como
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clinicamente, debido a que el programa también
arrojé en porcentaje el error de no linealidad
vinculado al error sisteméatico, el cual se lo
comparé con el requisito de calidad establecido
en la base de datos de variabilidad bioldgica en
condiciones Optimas de trabajo para BST.

Criterios de Inclusion y de exclusién:

Criterios de inclusion: Muestra de paciente con
concentracion elevada, proximo al limite superior
declarado por el fabricante; y muestra de
concentracién baja cuyo valor, este cercano al
limite de cuantificacion establecido por el
fabricante.

Criterios de exclusién: Muestra de concentracion
baja con cantidad del analito menor o muy
diferente del limite de cuantificacién y muestra de
concentracién alta mayor o lejana al limite
superior declarado por el fabricante. Muestra
hemolizada o lipémica, seradn excluidas por
producir interferencia en la medicion de BST,
generando falsos positivos.

Reguerimiento de calidad e interpretacion de
LIN

El requisito de calidad para BST establecido en la
base de datos segun variabilidad biolégica en
condiciones Optimas de trabajo es del 13.5%
como error total maximo permitido (ETp). De ese
error, se le atribuye un 4.5 % al BIAS % o error
sistematico permitido (ESp). Este presupuesto de
error parte de considerar a la variabilidad
biolégica individual y grupal involucrados en la
siguiente formula:

BIAS % < 0.125 (CV individual 2 + CV grupal 2)%2
En el caso de una no linealidad estadisticamente
significativa, el programa LinCkecker calcula una
"desviacion estandar" entre la curva de
calibracion real y una linea teédrica en el rango
reportable (depende de todas las desviaciones
elementales a la linealidad), generando una no
linealidad maxima como error. Si el error de no
linealidad arrojado por el estadistico 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.

Andlisis Estadistico

Se utilizé el programa informético
LinCkeckerversién 1.1.2 (Copyright ©2001 by
Philippe Marquis, Metz, France) para procesar los

datos. Este, realiza la verificacion de linealidad
tanto estadistica como clinica (si asi se requiere).

Métodos

Método quimico, determinacién de BST: Las
muestras o diluciones equidistantes generadas se
midieron con metodologia marca Abbott, que
implementa modificaciones del método diazo y se
aplica rutinariamente en la practica diaria. Las
caracteristicas especificas son: linealidad de 0.10
mg/dL a 25 mg/dL (verificada utilizando la guia
protocolo de evaluacion EP6 — A del Instituto de
Estandares Clinicos de Laboratorio), imprecision
tal que el coeficiente de variacién porcentual (CV
%) total es menor o igual al 5 %, segun la guia
EP5 — A2 de la CLSI. Se utilizo 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 trabajé, las unidades de
medida, el requerimiento de calidad, la cantidad
de diluciones con las que se trabajd, la
concentracién alta y baja de las que surgieron
todas las diluciones, la asignaciéon que se le di6 a
la linea de referencia de seguir una recta de orden
1; y debajo de todo, las concentraciones tedricas
y observadas por triplicado.

Se obtuvo un grafico de X (valores tedricos) y de
Y (valores medidos u obtenidos) en donde el
programa trazé la curva que mejor ajusta todos
esos puntos, la cual fue de orden 4 como lo
muestra el analisis de regresion polinomial de la
Tabla 2 y el grafico de la Figura I. La linea roja es
la recta de referencia, mientras que la linea 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 esta indicado que el
método no es lineal, referido a una linealidad
estadistica.

Debido a ello, el software realiz6 un segundo
andlisis de los datos y calculd el error de no
linealidad maxima en base a todas las
desviaciones elementales a la linealidad, el cual
arrojo un valor del 1.56% como lo muestra la
Tabla 3.Este valor se compar6 con el requisito de
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calidad de BIAS % presupuestado igual al 4.5%, y
se concluyd que el procedimiento de medida se
puede ajustar de forma lineal en el rango de
concentraciones evaluado, considerando que
tiene validez clinica basandonos en la base de
datos para variabilidad bioldgica éptima.

DISCUSION

Los laboratorios deben garantizar la confiabilidad
de los resultados que arrojan, por ello cuando falla
la evaluacién de linealidad, se deben realizar
acciones correctivas que dependeran del analito,
del método y la extension de la no linealidad.
Dado que cada situacién es diferente, y que el
error puede deberse a cualquiera de las etapas
del proceso de laboratorio, se sugiere que durante
los pasos preanaliticos, el error humano sea
minimizado.

Respecto a la etapa analitica, 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 calibracion durante el
periodo anterior a la prueba de linealidad. Esto
puede proporcionar cierta evidencia y direccién
para encontrar y corregir la fuente que podra ser
la causante de un bajo rendimiento en la
evaluacion de LIN. Los problemas mas comunes
incluyen un desplazamiento de la longitud de
onda del espectrofotdmetro, una éptica sucia o
envejecida ya sea de la lampara o de las cubetas;
y una inadecuada calibraciéon. @ También
pueden surgir problemas si los reactivos estan
vencidos o cercanos al final de su vida util.(® 10)

El método polinomial utiliza objetivos clinicamente
relevantes para evaluar el rango analitico de
medida y tiene la capacidad de detectar
problemas antes de que ocurran fallas en las
mediciones que repercutirdn en el diagnéstico
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 decisién
médica, sobre todo el nivel alto, indispensable
para el diagnéstico 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 realizacién
de una verificacion de LIN, sobre todo en los
casos en donde el analito en cuestion arroja
resultados de pacientes que cubran todo el
intervalo de medida propuesto por el fabricante,

principalmente si estan cercanos al limite superior
del intervalo.®

En conclusion, se verific6 en el Hospital
Misericordia Nuevo Siglo de la Provincia de
Cordoba, que el método diazo para medir
bilirrubina no es estadisticamente 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 estadistico utilizado es
menor al BIAS % establecido, lo que indica que
los resultados arrojados no repercutirdn
clinicamente de forma adversa.

El error de no linealidad més alto de 0.34 mg/dL
de concentracién 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
méximo error, no existen controles de calidad
disponibles comercialmente, por lo que insistimos
en la importancia de realizar la verificacion de LIN,
principalmente en aquellas instituciones donde
asisten RN para el control y prevencion de
Hiperbilirrubilinemia. Ademas, enfatizamos con la
puesta en practica de un control cercano al nivel
de decisiébn médica de concentracion alta de BST,
para detectar errores que puedan ocurrir en el dia
adia.¢512

La experiencia indica que ademés de solventar
los mantenimientos de los equipos como la etapa
preanalitica de este analito fotosensible, es
fundamental que la etapa analitica sea la correcta.
La encefalopatia aguda por HBIL es causa de
muerte neonatal y puede dejar secuelas
permanentes en los sobrevivientes.

El kernicterus (definicion reservada para las
manifestaciones crénicas por HBIL), aunque es
una patologia totalmente prevenible, sigue
ocurriendo en el mundo debido a una inadecuada
prevencion, del cual nosotros como Bioquimicos
somos participes; por lo que debemos estar
involucrados y ser los responsables de generar
resultados confiables para el diagnostico médico
y el tratamiento que el paciente merece. (1314

La inspeccidn visual de la ictericia en la piel como
evaluacion clinica es inexacta y subjetiva, por lo
gue es propicio crear un ambiente de confianza y
una relacién interdisciplinaria médico —
bioguimico que evite perjudicar al paciente con
una conducta clinica errénea. 19

La HBIL es la causa mas frecuente de
reinternacion en el RN, que conlleva a
complicaciones graves y gastos publicos extras e
innecesarios en las politicas de salud, por lo que
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es nuestra responsabilidad ademas de tener un
rol protector, enfatizar que la cuantificacion de
BST sigue siendo el Gold Estandar.(6.17)

Una limitacién del trabajo fue que, por la dificultad
de conseguir una muestra de concentracién alta
de gran volumen, se procedio a realizar un pool
de suero con muestras de neonatos de BST
cercano al limite de linealidad asignado por el
fabricante de reactivos. En el protocolo alternativo
de concentraciones equidistantes sin embargo, se
recomienda trabajar siempre con volimenes
grandes para evitar errores por dilucién.
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Tabla 1: Resultados de las concentraciones tedricas y observadas.

Demoaraphics
Lab hame [HDSF’ITAL MISERICORDIA NUEWVD SIGLO

Date | 19/05/2019 vl Operator [GIMENEZ JOSE M

Method |DIAZ0 MODIFICADO Upit [ma/dl -

Comment |ET 2135 % ; BIAS 4.5 % [VARIABILIDAD BIDLOGICA OPTIMA)

Assigned values Reference line
Mb |5 :I Autofil equidistant " None (& 1starder ¢ Calibration

Low |D.1E e
Appl ;
High (24.10 &I A

Dilution [Assigned | Replic 1 | Replic 2 | Replic 3 | Replic 4 | Replic 5 | Replic & |
006 fo1e 017 014
6145 |1 628 613
1213|1186 1185 1200
18115 [1828 1819 1810
241 |2440 2425 2359

O s | G| R | =

Tabla 1: Tabla extraida y adaptada del programa estadistico LinCkecker, basado en la teoria de la linealidad
y en la medida del error de no linealidad propuesto por Kroll H.

Figura I: Regresion polinomial.

Graph | Monfneariy | Polynomiss |
R no — et it polynomial | = Refeence ine

20

Agsayed concentrations

4 8 12 16 20 24

Assigned concentrations

Figura |: Grafico extraldo vy adaptado del programa estadistico LinCkecker, basado en la teorfa de la
linealidad y en la medida de/ error de no linealidad propuesto por Kroll H.
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Tabla 2: Analisis de regresion polinomial.

Giaph | Mombnessty  Polbmomisls |
Best it pabnomisl iegiession: y = - 0,04235 + 1,264 x - 0,06123 x” + 0,004206 x° - 8,714E-5 x*
Coslficient | Wahie SE Hhest Piobabity  Swgnifizan... SE of iegr. |
Dirder 1
A -0,0473 01157 0408 0BE3 HS
& 05353 0.007822 127810 0,000 5 10,2564
Drder 2
AT 0,033 0,143 0234 0313 M5
&F 09738 002739 M35 0000 5
A7 000107 000107 0365 0,353 MS 0,257
Order 3
A7 004027 01803 0251 0806 HS
& 0.5663 0,06752 14,319 10,000 5
A 0001872 0007026 0266 0756 HS
AF 22035 000015 0016 0310 M5 10,2683
Drder 4
AT 0,04235 10,1354 033 0761 M5
&F 1.254 01263 9327 0,000 5
AT 005123 002563 2389 003 5
&7 0004206 0001E1 2502 0,031 5
b ATUES  I449E5 252 0030 5 02193

Tahla 2- Tahla extraida y adaptada del programa estadistico LinCkecker, basado en la teoria de la lineaiidad
y en la medida del error de no linealidad propuesto por Kroil H.

Tabla 3: Error de no linealidad

Graph M anlinearity Palynomials ]
) | Monlinearity arror | Peak =21.33 | Overall [EK] |t
m— Best fit polynomial [ -
Reference lins Dimenzional 0,34 0,225
Relative 1.5 0.94 %

Tabla 3: Tabla extraida y adaptada dei programa estadistico LinCkecker, basado en la teoria de la linealidad
¥ en la medids del error de o linealidad propuesto por Kiroll H.




