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RESUMEN

Con el proposito de evaluar la confiabilidad analitica en la determinacion de
creatinina en suero, en los laboratorios clinicos de Cumana, Edo. Sucre; se
distribuyeron a un grupo de laboratorios, 2 sueros controles con valores dentro (CN)
y fuera (CA) del intervalo de referencia de creatinina, cuyas concentraciones fueron
obtenidas a partir de un método modificado de Jaffé previamente validado. La
validacion del método se realizd mediante la evaluacién de la precision intermedia,
veracidad, limite de cuantificacion y linealidad, en el laboratorio de control de calidad
del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente. El calculo de la
precision se realizé mediante el uso de dos sueros controles comerciales dentro y
fuera del intervalo de referencia. Con los resultados se determiné el coeficiente de
variacion (CV), aceptando un limite de 10%. La veracidad se evalu6 mediante el uso
de dos soluciones estandares certificados (MRC) y se utilizd un test t para la
diferencia de medias. El Limite de Cuantificacién y linealidad se calculé mediante la
determinacion de creatinina en 20 replicas de estandares acuosos de concentracion
desde 0,1 hasta 18,0 mg/dl. Se determiné el limite de cuantificacion como el valor
de concentracién que presentd precision, veracidad y la linealidad se calculd por la
ecuacion de la recta y el calculo del r’. Posteriormente se prepararon muestras
controles “normales” y “anormales” de creatinina, utilizando el método evaluado.
Luego, estos controles fueron enviados en viales, a 15 laboratorios clinicos, donde
en un periodo de un mes se valor6 el analito en estudio. Una vez terminado los
analisis, se recogieron los resultados y se evalué la precision y veracidad de cada
laboratorio. Se consideré como limite de precisién, CV menor al 7,37% y de
veracidad, un desviacion relativa porcentual (DRP) menor al 15%. En los resultados
de la evaluacion de la precision del método se obtuvo CV de 10,09y 3,42 % para el
control “normal” y “anormal”’, respectivamente. EI método es trazable a los MRC,
pues en test t no hubo diferencia significativa entre la media obtenida y los valores
de referencia. En los patrones de concentracion baja, se halld el limite de
cuantificaciéon a partir del estandar de 0,3 mg/dl, pues fue desde éste patron que se
obtuvo precision y veracidad. La linealidad del método se comprobé hasta el
estandar de concentracion 18 mg/dl, con un valor r> de 0,996. En los resultados de
la evaluacién de los laboratorios, la precision interlaboratorio obtenida fue de 17,03
% para el CN y 13,95 % para CA; s6lo el 20% de los laboratorios alcanzé precisiéon
intralaboratorio y la desviacién sistematica (DRP) fue de 46,66 % y 66,66% para el
CN y CA, respectivamente. Se concluye que el método para determinacion directa
de creatinina en suero puede ser empleado con confiabilidad a niveles bajos, dentro
y superior al rango de referencia de este analito. Los laboratorios participantes
deben mejorar su desempefio analitico en la determinacién de creatinina, ya que la
precision intra e interlaboratorio y la veracidad fue baja en la mayoria de los
participantes. Por lo que no se recomienda la transferibilidad de resultados de
creatinina entre el grupo de laboratorios.
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INTRODUCCION

Los laboratorios clinicos, como organizaciones que forman parte del
sistema de salud, satisfacen necesidades a los usuarios mediante la
realizacion de medicion de los diferentes componentes quimicos de la sangre
y otros fluidos corporales, cuyos resultados analiticos orientan en el cuidado
de los pacientes para ser utilizados en la deteccion, prondstico, confirmacion
del diagnaostico, control de la evolucidn, control del tratamiento y prevencién
de las enfermedades. Por lo tanto, es indiscutible el rol que cumple el
laboratorio en la medicina moderna, y ello ha llevado en las ultimas décadas,
a un explosivo aumento en la sobrecarga del mismo. El problema es afrontar
esta sobrecarga sin sacrificar la calidad del servicio; por lo que se hace
necesario establecer un sistema de garantia de calidad para prevenir y
controlar los errores que son responsabilidad del laboratorio (Lopez, 1994;
ISO, 2000; Fernandez, 2005).

El sistema de garantia de calidad en un Laboratorio Clinico debe
incluir, entre otros, la participaciéon en Programas de Evaluacion Externa de
la Calidad (PEEC); el cual es un sistema que permite evaluar objetivamente
la calidad de los resultados obtenidos por los laboratorios participantes, por
medio de un organismo exterior e independiente y es uno de los requisitos
para la acreditacion de los laboratorios clinicos (Cabutti, 2005; FECOBIOBE,
2005).

El principal objetivo de estos programas es establecer comparabilidad
entre laboratorios, si es posible en concordancia con un estandar, ademas

permiten determinar los errores relativos y la variabilidad de los distintos



meétodos utilizados y comprobar si se estan utilizando los métodos mas
exactos disponibles (Mazziotta et al., 1998); de forma tal que describe el nivel
de desempeno alcanzado, en el area de laboratorio abarcada por el
programa y estimula el desarrollo de la garantia de calidad (Hill et al., 1998;
UNE, 2003).

En Bioquimica Clinica, los PEEC tienen una amplia trayectoria,
contribuyendo significativamente a disminuir la variabilidad de los examenes
de laboratorio (Mazziotta, 2002; Picheth y Yokoo, 2001). Durante la ejecucion
de estos programas, cada laboratorio analiza las muestras enviadas por el
organizador, como un paciente mas, y remite los resultados al mismo, el cual
los compara con el valor “verdadero” (asignado o de consenso) o con el
intervalo de confiablidad del analito en estudio, posteriormente el laboratorio
evaluado es informado de su resultado (Mazziotta et al., 1998; Mazziotta, y
Correa, 2005).

Segun la Federacion Internacional de Quimica Clinica (FICC), el valor
‘verdadero” de la muestra, se puede obtener utilizando un método de
referencia, el valor consenso del grupo de laboratorios participantes o
mediante un método analitico validado, éstos dos ultimos son los mas
utilizados, ya que muchas veces no se dispone de referencias con un nivel
de trazabilidad mayor (Maroto, 2002).

La validacion de un método es el proceso para establecer las
caracteristicas de desempeno y limitaciones de un método de medicidon
(EURECHEN, 1998). Segun Maroto (2002), la validacion de un método
consiste en verificar y documentar su validez, es decir, su adecuacion a unos
determinados requisitos previamente establecidos por el usuario para poder

resolver un problema analitico en particular. Estos requisitos son los que



definen los parametros o criterios de calidad que debe poseer el método a
utilizar. Los criterios de calidad que deben evaluarse son la trazabilidad,
veracidad, precision, incertidumbre, limite de deteccion, limite de
cuantificacion y linealidad (1SO, 2000).

El Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM, 1993) define la
trazabilidad como “la propiedad del resultado de una medida que le permite
relacionarlo con referencias determinadas, generalmente nacionales o
internacionales, a través de una cadena ininterrumpida de comparaciones,

todas ellas con incertidumbres conocidas”.

Entre las diversas referencias utilizadas para verificar la trazabilidad,
segun la cadena metrolégica, se encuentran los métodos definitivos, los
cuales estan directamente ligados al sistema internacional de unidades,
éstos son la mejor referencia posible, siempre que sean aplicados en
condiciones rigurosas de garantia de calidad; luego se encuentran los
materiales de referencia certificado (MRC), segun la ISO (1993), es un
“‘material de referencia que tiene certificados uno o varios de sus valores de
una o mas de sus propiedades por procedimientos técnicamente validos
llevados a cabo por un organismo competente”. Dentro de los organismos
prestigiosos y de reconocida tradicion, que suministran MRC merece
destacar el NIST (National Institute of Standards and Technology) de los
Estados Unidos. Dentro de Europa, esta el IRMM (Institute for Reference
Materials and Measurements) de la Unidn Europea, que comercializa los
MRC del BCR (Bureau Communautaire de Référence). Otros productores de
reconocido prestigio son la IAEA (Internacional Atomic Energy Agency), el
NRC (Nacional Research Council de Canada) o el LGC (Laboratory of the
Government Chemist del Reino Unido) (Riu, 2006).



Los métodos de referencia, que suelen ser un método normalizado o
un método oficial de analisis, validado por alguna organizacién de reconocido
prestigio y las muestras adicionadas, las cuales poseen el mas bajo nivel de
trazabilidad (Gella, 1998).

En la verificacion de la trazabilidad de los resultados, implicitamente,
se esta comprobando la veracidad, ausencia de sesgo o error sistematico de
los resultados (EURACHEM, 2003). El concepto de trazabilidad es muy
similar al concepto de exactitud que tradicionalmente se habia considerado
como la ausencia de errores sistematicos en el procedimiento. Sin embargo,
segun la norma ISO-5725 (1994), la exactitud se define como el grado de
concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia
aceptado; por tanto, el término exactitud, ademas de considerar los errores
sistematicos, considera también los errores aleatorios, ya que éstos siempre
estan presentes en el resultado de una medida. Es decir, exactitud es la

suma de dos conceptos: veracidad y precision.

La veracidad de un método es la concordancia mas cercana entre el
valor promedio de una serie de determinaciones y el “valor verdadero” o de
referencia aceptado. La veracidad es una propiedad metroldgica cualitativa
que no tiene valor numérico, se cuantifica mediante el error sistematico, que
varia inversamente a éste. El error sistematico puede ser de tipo constante,
proporcional o mixto En el caso de que la cuantia del error sea la misma
para todos los valores del mensurando, se denomina error sistematico de
tipo constante; si la cuantia del error varia en funcién del valor del
mensurando se dice que el error es de tipo proporcional, y el error es de tipo
mixto cuando esta constituido al mismo tiempo por errores de tipo constante

y proporcional (Fuentes, 1998; Gonzalez, 2004).



Por otro lado, la precision es el grado de concordancia que existe
entre resultados de medidas independientes obtenidas bajo condiciones
establecidas y esta relacionada con el error aleatorio. Estas condiciones
dependen de los factores que se varien entre cada uno de los ensayos.
Dependiendo de estos factores pueden obtenerse tres tipos de precision: la
reproducibilidad, la cual proporciona la mayor variabilidad de los resultados
ya que se obtiene cuando se varian todos los posibles factores, incluido el
laboratorio (interlaboratorio), que puede afectar a un resultado; por otro lado,
la repetibilidad, proporciona la menor variabilidad que puede haber entre los
resultados, puesto que los ensayos se obtienen en intervalos cortos de
tiempo sin variar ningun factor (intracorrida) y la precision intermedia
(intralaboratorio) se obtiene cuando dentro de un laboratorio se varian uno o
mas factores entre cada uno de los ensayos. La precisién es una propiedad
cualitativa y tampoco tiene valor numérico, por lo que se cuantifica mediante
otro concepto distinto que es la imprecision (Lépez, 1994; Boquet et
al.,1996).

Por otra parte, la incertidumbre, segun la definicion de VIM (1993), “es
un parametro asociado al resultado de una medicidn que caracteriza la
dispersion de los valores que podrian razonablemente ser atribuidos al
mensurando”. En otras palabras, el resultado obtenido es uno, de un rango
posible. Entonces es critico conocer el tamafo de dicho rango para saber el

grado de certeza de un resultado (Mazziotta y Correa, 2005)

La incertidumbre de medida significa duda acerca de la exactitud del
resultado obtenido una vez que se han evaluado todas las posibles fuentes
de error y que se han aplicado las correcciones oportunas (EURACHEM,
2000; CENAM, 2004; Terrés, 2006). Su estimacién por procedimientos

adecuados toma en cuenta todos los efectos reconocidos que influyen sobre



el resultado, como la precisidon, el sesgo, la incertidumbre del material de
referencia, la incertidumbre de calibracion y cualquier otro efecto significativo;
sin embargo, el calculo de la incertidumbre no es sencillo debido al elevado
numero de fuentes de error presentes en un procedimiento analitico, debido
a esto se han propuesto varias aproximaciones para calcular la
incertidumbre: como las propuestas por la ISO, el comité de métodos
analiticos (AMC) y otras aproximaciones basadas en estimar la incertidumbre
utilizando la informacion obtenido en la validacién de los métodos analiticos
(EURACHEM, 2000; Maroto, 2002).

La linealidad es el intervalo de concentracion del analito en la que el
método es aplicable sin modificacion y comprende desde el limite de
cuantificacion hasta el limite de dilucion (Carey y Garber, 1991). El limite de
cuantificacion, es la minima concentracion de analito que se puede
determinar con un nivel aceptable de precision (repetibilidad) y veracidad
(Kroll y Elin, 1995; EURACHEM, 1998; Negri, 2002).

Actualmente, existen varios programas de evaluacion de calidad
patrocinados por diversas sociedades cientificas, gubernamentales o
comerciales como la Asociacidbn Espafiola de Farmacéuticos (AEFA),
Asociacion Norteamericana de Quimica Clinica, Federacion internacional de
Quimica Clinica, Confederacion Internacional de Bioquimica Clinica
(COLABIOCLI), Fundacién Bioguimica Argentina (FBA); caracterizandose los
laboratorios de Latinoamérica por un nivel insuficiente de confiabilidad en los
resultados de laboratorio, lo que se ha observado en datos de PEEC de los
paises miembros de la Confederacion latinoamericana de Bioquimica Clinica
(COLABIOCLI, 2005).

Las encuestas de PEEC en paises sin dichos programas han



demostrado que para pruebas de Bioquimica Clinica basicas, hasta el 50%
de los resultados de los laboratorios estan tan alejados del valor asignado

que dejan de tener uso clinico (Hill et al., 1998).

En Venezuela, el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, inicid en
1977 la evaluaciéon en Bioquimica Clinica con glucosa, urea y creatinina,
enviando sueros a laboratorios dependientes del Ministerio de Sanidad,
obteniéndose un 50% de respuesta en el programa (MSAS, 1992). Hoy en
dia estos programas no se llevan cabo por el actual Ministerio del Poder
Popular para la salud y Desarrollo Social (MPPSDS), dando a conocer la
poca implementacion de un sistema de garantia de calidad en los
laboratorios del pais, asi como la falta de interés por parte de las autoridades
regionales, en conocer la calidad de los examenes que realizan los diferentes

laboratorios de su jurisdiccion.

En un trabajo de investigacion sobre evaluacion externa de la calidad
en Bioquimica Clinica, realizado en la ciudad de Cumana por Guarache y
Rodriguez (2003), revelé qué solo el 30% de los laboratorios participantes
empleaba sueros controles en los analisis diarios. De todos los analitos
analizados, los resultados en las determinaciones de creatinina mostraron la
menor precision intralaboratorio y ademas, fue el parametro de mayor
dispersion interlaboratorio, aun cuando todos utilizaron métodos basados en

las modificaciones de la reaccion de Jaffé.

La reaccion de Jaffé fue descrita por primera vez en 1886; en la cual la
creatinina se trata con una solucién alcalina de picrato para formar un
tautbmero anaranjado de picrato de creatinina que es medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda entre 510 y 520 nm.

Siendo su desventaja la reaccion del picrato de sodio con compuestos



distintos a la creatinina; como glucosa, proteinas, acetoacetato, piruvato,
acido urico, fructosa y acido ascorbico (Murray, 1991; Toora y Rajagopal;
2002; Sanchez et al., 2002).

Por lo que, para disminuir los interferentes y lograr mayor
especificidad y exactitud en las determinaciones de creatinina se han
realizado varias modificaciones, como la que utiliza el reactivo de Lloyd, un
silicato de aluminio con elevado poder de adsorcién natural, en el cual la
creatinina es adsorbida con una eficiencia aproximada de 92% y luego de
centrifugar y decantar el sobrenadante que contiene los interferentes, se
puede afadir el picrato alcalino directamente al adsorbente que contiene la
creatinina. Esta modificacion se considera como el método de referencia
para obtener mediciones de exactitud, pero tiene la desventaja de no
adaptarse con facilidad a instrumentos automatizados y ademas el

requerimiento de muestra es mayor (Woo y Cannon, 1988; Murray, 1991).

También, se ha desarrollado la reaccion de Jaffé para la
determinacién cinética adaptable a instrumentos automatizados, capaces de
efectuar lecturas exactas de absorbancias a intervalos de tiempos precisos.
En este tipo de andlisis se utiliza la rapidez diferencial de desarrollo de color
de los cromodgenos no creatininicos, en comparacion con la creatinina,
permitiendo asi una separacion, dependiente de la rapidez de reaccion de la
creatinina y las sustancias que interfieren. Esta modificacién es la mas
utilizada en los laboratorios clinicos; sin embargo, tiene la desventaja del
control de las mediciones precisas del tiempo, si se realizan operaciones
manuales (Allston, 1995; Rodriguez et al., 2001a; 2002).

Existen también metodologias en las cuales no se emplea la reaccion

de Jaffé, tales como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),



usando columnas de intercambio cationico o de fase reversa con detector
ultravioleta; la cual ha sido descrita como especifica y precisa, pero no util
para analisis de rutina (Paroni et al., 1990; Thienpont et al., 1995; Santana et
al., 1998; Stokes y O'connor, 2003); la determinacién fotométrica de la
creatinina con acido 3,5 dinitrobenzoico, en la cual la formacién del complejo
es mas especifica y es superior a la reaccion del picrato en términos de
linealidad y precision (Woo y Cannon, 1988); sin embargo, este meétodo
requiere de un equipo espectrofotométrico que permita medir los cambios de
absorbancias en intervalos cortos de tiempo (Sabbagh et al., 1988); y las
reacciones enzimaticas, una de ellas es la reaccion de la creatinina con la
creatinin-imidohidrolasa para formar N-metilhidantoina e idn amonio, el cual
se puede cuantificar espectrofotométrica o electrometricamente, pero se

requieren enzimas de alta pureza (Wuyts et al., 2003, Olah et al., 2008).

Por otra parte, el avance en la instrumentacién ha permitido
aumentar la especificidad en la determinacién de creatinina usando la
reaccion de Jaffé, en presencia de otras sustancias que pueden interferir;
una de éstas técnicas son las medidas cinéticas multivariables con
espectrofotometro con arreglo de diodos que usan métodos matematicos tipo
Factor de Analisis Paralelo (PARAFAC) o Descomposicion Trilineal Directa

(TLD) con calibraciéon de segundo orden (Gutierres et al., 2004).

La creatinina es uno de los parametros que se determina con mayor
frecuencia en el laboratorio clinico por ser util en el diagndstico de diversas
nefropatias y su control permanente es de gran utilidad en aquellos pacientes
que requieren dialisis. Constituye un producto de desecho que se forma en el
organismo como resultado de la deshidratacion no enzimatica de la creatina
muscular cuando ésta pierde una molécula de agua y el fosfato de creatina

pierde una molécula de acido fosforico (Allston, 1995). La creatina, cuyo



contenido corporal es proporcional a la masa muscular, se transforma cada
24 horas, cerca de 2%; en consecuencia el nivel de creatinina también tiene
una relacion directa con la masa muscular y su formacion es razonablemente
constante (Nicoll, 1995).

Este compuesto es libremente filtrado a nivel glomerular y no es
reabsorbida por los tubulos en circunstancias normales; sin embargo, se ha
observado una reabsorcion tubular en ciertas condiciones clinicas, que
incluyen la insuficiencia cardiaca congestiva grave y la diabetes mellitus no
controlada. Una cantidad pequeha también es segregada por las células
tubulares y aumenta al incrementarse la concentracion de creatinina en
plasma; su excrecién urinaria exhibe una respuesta escasa o nula a las
modificaciones dietéticas o a las alteraciones del equilibrio electrolitico (Roy,
1991; Woo y Cannon, 1994).

La determinacion de creatinina en suero es mas fiable como indice de
la funcion renal, principalmente respecto a la filtracion glomerular, que el
nitrdgeno uréico, debido a la constancia en su formacion y excrecion, a su
relativa independencia a la dieta, grado de hidratacion y metabolismo
proteico (Roy, 1991; Laecke, 1994; CDRH, 1998; Junge et al., 2004, Jabary,
2006).

Asimismo, el diagnostico de la insuficiencia renal cronica (IRC)
se realiza mediante la estimacion de la tasa de filtracion glomerular (eGFR),
la cual se puede obtener por la clasica féormula de Cockacroft- Gault o
mediante la nueva formula del estudio “modificacion de la dieta en la
enfermedad renal” (MDRD), (Myers et al., 2006). Estas ecuaciones son
recomendadas por normas Europeas y Americanas como la Fundacién

Nacional del Rifi6n, porque son mas confiables, que la determinacién
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exclusiva de creatinina, para la evaluacion de la funcién renal (Levey et al.,
2005).

Para calcular estas ecuaciones se requiere sélo la medida exacta de
creatinina sérica, peso, talla y edad del paciente, sin necesitar la coleccion
programada de orina de 24 horas (Levey et al, 1999; Céspedes et al., 2000;
Myers et al., 2006; Rule et al, 2006). Sin embargo, la falta de
estandarizacion y calibracion de métodos analiticos para medir creatinina
sérica usados de rutina en los laboratorios clinicos podria causar variabilidad
en la estimaciéon del GFR, y producir errores en la clasificaciéon de los
estadios de la enfermedad renal cronica (Vickery et al., 2006; Klee et al.,
2007, Stevens y Stoycheff, 2008).

Por ello, organizaciones internacionales de enfermedades renales,
recomiendan que todos los métodos de creatinina utilizados en los
laboratorios clinicos deben ser trazables a un material de referencia basado
en un método definitivo o primario como espectrofotometria de masa (IDMS);
que permita obtener una desviacion sistematica e imprecision menor al 5,0%
y 10,0%, respectivamente; que es limite permitido por el Programa Nacional
de educacion en enfermedades renales (NKDEP) de los Estados Unidos de
América (Owen et al., 2006; Hallan et al., 2006; Peake y Whiting, 2006).

Particularmente, en la ciudad de Cumana, estado Sucre, por no existir
ningun PEEC, se planted la necesidad de un diagndstico de la calidad de sus
laboratorios en la determinacion de creatinina en suero. Todo ello permitid
comparar los resultados de creatinina emitidos por dichos laboratorios para
comprobar si es posible la transferibilidad de los resultados, si el paciente es
trasladado de un hospital a otro; ademas puso de manifiesto los errores

analiticos y la variabilidad de los resultados de cada laboratorio participante.
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Por tanto, en esta investigacion se propuso evaluar la confiabilidad
analitica en la determinacion de creatinina en suero, en los laboratorios
clinicos de esta ciudad; frente a un método analitico previamente validado
con un material de referencia certificado (SRM 967) por el Instituto Nacional
de Estandares y Tecnologia (NIST), con el propdsito que a corto y mediano
plazo, permita implementar, por parte de los organismos del estado,

programas que mejoren la calidad de los laboratorios clinicos.
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METODOLOGIA

El desarrollo del presente trabajo se dividi6 en dos fases. En la
primera fase se procedio a la validacion del método modificado de Jaffé para
la determinacion directa de creatinina en suero, mediante el estudio de la
precision, limite de cuantificacion, linealidad, veracidad y estimacion de la
incertidumbre. El desarrollo de la segunda fase comenzé con la preparaciéon
de muestras controles “normales” y “anormales” de creatinina, a partir de los
sueros sobrantes, de los pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico
Universitario de la ciudad de Cumand, Edo. Sucre. A estos controles se les
determiné diariamente los valores de creatinina por 20 dias consecutivos
para establecer el intervalo de confiabilidad, utilizando para ello el método
evaluado. Por ultimo, los controles preparados (30 “normales” y 30
“‘anormales”) se enviaron en viales, almacenados a baja temperatura, a 15
laboratorios clinicos de Cumana, donde se valoraron por un periodo de 1
mes las concentraciones de creatinina. Posteriormente se recogieron los
resultados obtenidos por cada laboratorio para realizar los analisis
estadisticos de los datos y determinar la precisién y veracidad de cada

laboratorio.

| fase. Validacion del método modificado de jaffé para la determinacion

directa de creatinina en suero
La validacion del método, se realizd6 mediante la evaluacion de la

precision, limite de cuantificacion, linealidad, veracidad y estimacion de la

incertidumbre.
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Fundamento Del Método

En este procedimiento directo, la creatinina reacciona con el acido
picrico en solucién alcalina, para formar un tautdmero de picrato de
creatinina. Las sustancias interferentes son minimizadas con la formulacién
del buffer de reactivo alcalino que producen un pH de reaccion entre 9,65 y

11,50, en un intervalo de reaccién de 15 min. a una temperatura de 37 °C.

Reactivos

Solucidon saturada de acido picrico e hidréxido de sodio de la casa
comercial Biogamma, acido clorhidrico 0,1 mol/l. Se prepard una solucion de
creatinina de 200 mg/dI, utilizando acido clorhidrico 0,1 mol/l como solvente y
una solucién de creatinina de 20 mg/dl (solucion 1) a partir de la solucién de
200 mg/dl.

Preparacion De Los Patrones
A partir de la solucién 1, se preparé los patrones de concentraciones:
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y 10 mg/d|, respectivamente, en matraces aforados

de 25 ml, utilizando acido clorhidrico 0,1 mol/l como solvente.

Procedimiento Para La Curva De Calibracion

Se rotularon los tubos de ensayo como “Blanco” y “Patron”. Se le
agregd 200 pl de agua destilada y solucion patron a cada tubo
correspondiente. Luego, a cada uno de los tubos se le agregd 1,5 ml de

hidréxido de sodio y 1,5 ml de &cido picrico. Se mezclaron bien todos los
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tubos y se incubd a 37 °C durante 15 minutos, y por ultimo, se procedi6 a leer
la absorbancia en un espectrofotémetro a la longitud de onda previamente

obtenida en un barrido de magnitudes de longitud de onda vs absorbancia.

Una vez realizada la curva de calibracion, se procedioé a evaluar cada

criterio de calidad, segun como se especifica:

Verificacion De La Precision

Se realizé6 mediante la determinacion de la precision intermedia de
series diferentes. Es decir, se variaron todos los factores que pudieran haber
afectado a los resultados en un laboratorio. Para este estudio, se utilizaron
los disefios anidados recomendados por la guia ISO 5725 (1994), segun el

siguiente esquema:

Analista Analista Analista
I I
Instrumento  Instrumento Instrumento
I I
Dia Dia Dia
Replicado Replicado Replicado

Para dicho procedimiento se utilizé suero control de la casa comercial
INVELAB, S.A. con concentraciones de 1,5 £+ 0,3 y 51 + 1,1 mg/dl de
creatinina. Segun este disefio, se analizé la concentracion de creatinina con
el método en estudio, siguiendo el mismo procedimiento para realizar la

curva de calibracién, pero analizando las soluciones controles comerciales.
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Este mismo procedimiento se realizo por tres analistas; a su vez, cada
analista analizé las soluciones en dos instrumentos diferentes. En cada
instrumento se analizaron los controles durante 10 dias, y en cada uno de

esos dias se realizaron dos replicados.

Los instrumentos utilizados fueron un spectronic 20D (Milton Roy
Company) y un Stat Fax 1908 plus del laboratorio de Control de Calidad del

Departamento de Bioanalisis, Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente.

Después de obtenidos los resultados, se determind la precisidon
intermedia a través del céalculo de la varianza (S?) (Barnett, 1983). La
precision del método también fue evaluada mediante el calculo del
coeficiente de variaciéon (CV), aceptando para el mismo un limite del 10,0 %
segun las recomendaciones por el Programa Nacional de educacién en
enfermedades renales (NKDEP) de los Estados Unidos de América descritas
en Peake y Whiting (2006).

Determinaciéon Del Limite De Cuantificacion

Para este estudio se realizd la determinacion de creatinina en 20
replicas de estandares acuosos de baja concentracién (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5) mg/dl; preparados a partir de la solucion 1, utilizando como diluyente
acido clorhidrico 0,1 mol/l. Con los resultados obtenidos de cada estandar se
calculd la media aritmética ( X ), la desviacion estandar (DE), el coeficiente
de variacion (CV), para la evaluacién de la precision de los resultados; y la
Desviacion estandar obtenida (So), para la evaluacion de la veracidad, la
cual se calcul6 utilizando la féormula de Dharan (1983), modificada en su
aplicacion por Gonzalez y Lorente (1994):

So=(VE-VO)/Se
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VE: valor esperado
VO: valor obtenido

Se: desviacién estandar esperada, toma como criterio un 10% del VE.

Se aplico la t de student para una p=0,05 entre los valores de

los estandares entre si.

Posteriormente, se determind el limite de cuantificacion como el valor
de concentracién el cual presenta precision y veracidad, asi como diferencia
de media estadisticamente significativa (p = 0,05) respecto al valor del blanco
de reactivo, lo cual indicaria que el método es capaz de detectar diferencias
entre una concentracion minima y un blanco de reactivo, tal como lo refieren
Zweig y Kroll (1997) y Montgomery (2001).

Determinacion De La Linealidad

La evaluacién de la linealidad se realizé mediante la determinacién de
creatinina en 20 alicuotas de estandares acuosos de concentracién dentro y
por encima del intervalo de referencia (0,6; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0;
15,0 y 18,0). Al igual que para el limite de cuantificacién, se determiné el CV
y So en los resultados obtenidos de cada estandar y se calculé la ecuacion
de la recta por el método de los minimos cuadrados para hallar la linea de
ajuste y el célculo del coeficiente de determinacion (r?) (Weisbrot, 1983 y

Montgomery, 2001).
Determinacion De La Veracidad
Se realizé por medio de la técnica de adicion de patrones a diversos

niveles de concentracién, segun lo expresa Maroto (2002), y utilizando un
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material de referencia certificado por el Instituto Nacional de Estandares vy
Metrologia (NIST).

Determinacion De La Veracidad Utilizando La Técnica De Adicion De

Patrones A Diversos Niveles De Concentracion

Preparacion del pool de suero

Se preparé un pool de suero de acuerdo a los procedimientos
descritos por la Organizacion Mundial de la Salud (1998); Mazziotta y Correa
(2005). Se recolectaron sueros sobrantes frescos no ictéricos, lipémicos ni
hemolizados de los pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico de la
Universidad de Oriente. Estos sueros fueron almacenados en envases
plasticos en el refrigerador, vertiendo las mezclas diarias subsiguientes sobre
la mezcla ya congelada. Después de completar un volumen de 1000 ml se
descongeld la mezcla de suero a temperatura ambiente y se mezcl6é con un
agitador magnético durante 1 hora. Se tomé una alicuota de la mezcla para
descartar la presencia de virus de inmunodeficiencia humana y hepatitis.
Luego se centrifugé a 3 000 rpm durante 10 min. y el sobrenadante se filtro
con papel de filtro Whatman N° 20, eliminandose totalmente la fibrina.
Posteriormente, se agregd glicerina al 10% como conservador y se mezclé
nuevamente, para luego determinar la concentracidon basal de creatinina con
el método en estudio. Una vez obtenida esta concentracion, se separd la
mezcla de sueros en dos partes, para la preparacion del control “normal” y el

control “anormal” respectivamente.
A partir de la solucion de creatinina de 1 g/dl, se realizaron los calculos

necesarios para obtener las cantidades de creatinina pura, necesarias para

agregar al control “anormal”’, y de esta forma conseguir la concentracion
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requerida (3,20 mg/dl).

Posteriormente, cada mezcla de suero con concentraciones dentro del
intervalo de referencia de creatinina (CN: 1,30 mg/dl) y fuera de éste (CA:
3,20 mg/dl), cuyos valores correspondian a las “concentraciones base” para
cada uno, se distribuyeron en cuatro viales de 25ml cada uno, luego se
elevaron los valores de concentracion (mg/dl) de cada nivel de control a 1,63
y 4,0 (25%); 1,95 y 4,8 (50%); 2,30 y 5,6 (75%) y 2,60 y 6,4 (100%);
respectivamente; utilizando para ello la misma solucién patrén de 1g/dl.

Una vez preparados los viales se analizaron cada uno por
quintuplicado; utilizando el método en estudio. Con los valores medios ( X )
de concentraciones de creatinina medidas, se calcul6 la “cantidad de
creatinina recuperada” y se calculd el porcentaje de recuperacion; segun las

férmulas descritas por Garber y Carey (1991):

Cantidad recuperada = X concentracion medida - concentracion

base

% de recuperacion = cantidad recuperada x 100

cantidad afadida
Error proporcional = % recuperacion — 100

Se aceptd un porcentaje de recuperacion entre 95% y 105%,

siguiendo los criterios empleados por Bakes (1993).

Luego se aplico la técnica de recuperacidon media y la técnica de

regresion, tal como se refiere en Barnett (1983).
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Calculo De La Recuperacion Media

Se calculdé el valor medio de las 5 recuperaciones calculadas para
cada nivel de concentracién; asi como su desviacion estandar y se verifico a

través de un test t de student, si el método en estudio posee trazabilidad.

Técnicas De Regresion

Se representaron los valores medios de concentraciones de creatinina
medida con el método analitico a evaluar frente a la concentracién de

referencia (Espondaburu et al., 1997; Montgomery, 2001.)

Determinacién de la veracidad utilizando un material de referencia certificado

Se utilizé la aproximacién propuesta por Kuttatharmmakul et al.
(2000), mediante el uso de dos soluciones estandares de creatinina (0,753 +
0,021 y 3,916 + 0,083 mg /dl) certificado por el NIST. El valor asignado al
material de referencia fue obtenido mediante un método de

espectrofotometria de masa (ID-GC/MS)

Para este estudio, se procedi6 a analizar cada estandar 20 veces con
el método evaluado, siguiendo el procedimiento de la técnica ya explicado
anteriormente. Luego se calcul6 la media de los resultados y se realizoé un
test t (P =0,05) para verificar que el método analitico no presentaba un
sesgo significativo, y determinar su veracidad.

Estimacion De La Incertidumbre

La estimacién de la incertidumbre (U) del método se calculé siguiendo
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las recomendaciones de la guia ISO (1993) y la guia EURACHEN (2000),
utilizando la informacién generada en el estudio de la validacion del método,
segun las recomendaciones expuestas en Maroto (2002). Para ello, se aplicé

la ley de propagacion de errores utilizando la expresion de la incertidumbre

estandar (U), la cual es la siguiente:

= (U proc)2 + (Utraz)2 + (Umuestreo)2

U proc - incertidumbre del procedimiento
U waz: INcertidumbre de la trazabilidad

U muestreo: iINCertidumbre del muestreo

La incertidumbre del procedimiento; Upoc, considerd la variabilidad
experimental debida a la variacion dentro de una serie de analisis y la

variacion entre series. Estas varianzas se obtuvieron de los resultados del

estudio de precision. La incertidumbre de la verificacion de la trazabilidad, u
raz, cONsiderd la incertidumbre del sesgo del método, cuyos resultados fueron
calculados durante la verificacion de la trazabilidad utilizando el material de

referencia certificado por el NIST a dos niveles de concentracion. La

incertidumbre del muestreo, Umuesteo, CONsiderd la heterogeneidad de las
muestras de individuos en un estudio premetrolégico o preanalitico, pero no
en las muestras utilizadas para verificar la precisién y trazabilidad de los

resultados.

Estimacion De La Incertidumbre Del Procedimiento (Uproc)

Esta incertidumbre consider6 la variabilidad experimental debida a

errores aleatorios y a las condiciones en las que se realizd el analisis (dia,
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analista, calibrado). Este término se calculé a partir de los resultados del
estudio de precision del procedimiento analitico, mediante la siguiente

formula:

S?serie: desviacion estandar entre series del procedimiento
S?r. desviacion estandar de la repetibilidad del procedimiento
ps: €s el numero de veces que se analiza la muestra en diferentes series

ns: numero de replicados que se hace en cada una de estas series

Calculo De La Incertidumbre De La Trazabilidad (Uy=.)

Esta incertidumbre corresponde a la incertidumbre del sesgo del
método analitico calculado en el estudio de trazabilidad utilizando muestras
de referencia certificada con un valor de referencia. Se calculd mediante las

siguientes formulas:

U’ it incertidumistg, d&l \(Albzﬁedé'I‘E?&Bﬂ@a asignada por el NIST: U,y =— 0
U? x mstodo: iNcertidumbre del valor medio obtenido con el método analitico al analizar

la muestra de referencia:

ufmétodo -

p pn

2 2
S seri Sr
serie +

S?serie: desviacion estandar entre series del procedimiento
S?r. desviacion estandar de la repetibilidad del procedimiento
p: numero de veces que se analiza la muestra en diferentes series

n: numeros de replicados que se hace en cada serie
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Calculo De La Incertidumbre Del Muestreo (Umuestreo)

Para este calculo se realizd un estudio segun la metodologia
empleada por Gonzalez (2002) con el que se valora en forma conjunta la
variabilidad que se produce durante esta fase debido a la toma de muestra
en diferentes brazos, la extraccion a cargo de diferentes personas y la
realizacion del resto de manipulaciones premetrolégicas diferidas en el

tiempo.

Las muestras empleadas en este estudio fueron obtenidas a partir de
20 voluntarios pertenecientes al personal del departamento de Bioanalisis de
la universidad de oriente. En cada individuo se obtuvieron dos muestras de
sangre consecutivas e inmediatas, una de cada brazo por dos flebotomistas
diferentes a partir de la vena intercubital. Cada pareja de flebotomista fue
diferente en cada individuo. En todos los casos, el primer tubo de sangre
obtenido, después de 30 min, fue centrifugado a 1500g durante 10 min.
Después de la centrifugacion se procedié a la determinacion de creatinina.
Con el fin de simular las diferencias en el manejo de las muestras que
pueden ocurrir en un laboratorio cuando un mismo paciente es sometido a
punciones en diferentes dias, el segundo tubo fue retenido durante 30 min.

mas que el primero.

Todas las muestras, dos por cada individuo, fueron analizadas por
duplicado en el laboratorio de control de calidad del departamento de
bioanalisis, siguiendo el procedimiento del método en estudio.

Para este estudio se calcul6 la varianza global del experimento de la

siguiente manera:
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S%=2(x—Yy)*/2n
Donde S?%; es la varianza global, x e y son los resultados obtenidos en
cada una de las muestras de un mismo individuo y n es el numero de

individuos.

La varianza global es la suma de la varianza del muestreo o
premetrologica (S%wu) y de la varianza metrolégica intraserial (S%p).

S% = S%m + S%p

La varianza correspondiente a la variabilidad metrolégica intraserial
del analito en estudio, fue calculada de la siguiente manera:

S%p=2(z-2)/2n

Donde z y Z' son los resultados de cada una de las mediciones

realizadas en la misma muestra y n es el numero de individuos

La varianza correspondiente a la incertidumbre premetrolégica o de
muestreo (S?%w), fue finalmente calculada restando a la varianza global (S%)

de este estudio, la varianza metroldgica intraserial (S%p).

S%u=S% - S%p
Luego de obtener la incertidumbre estandar (u), se calculé la
incertidumbre expandida (U), mediante la siguiente ecuacion:
U=Ku
K.: 2, a un 95% de confiabilidad

24



Il fase. Determinacién del intervalo de confiabilidad en los sueros
control a ser distribuidos en los laboratorios participantes de cumana,

edo. Sucre

Una vez culminado el estudio de validacion del método modificado de
Jaffé de Laboratorios Biogamma, y evaluado su confiabilidad; dicho método
se utilizd para asignar los limites de control o intervalo de confiabilidad de
creatinina en los sueros que fueron distribuidos a los laboratorios

participantes de la ciudad de Cumana, Edo. Sucre.

Preparacion Del Suero Control

Se prepard una mezcla de suero, segun el procedimiento descrito por
la Organizacién Mundial de la Salud (1998) y Mazziotta y Correa (2005), ya
descrito anteriormente. Después de preparado, cada control (“normal” y
“‘anormal”) se mezclé durante 30 min y luego se dividid en viales para

almacenarlos en el congelador.

Diariamente se extrajeron dos viales (“‘normal” y “anormal”) del
refrigerador, se descongel6 a temperatura ambiente y se mezcld. Luego se
procedié a determinar la concentracién de creatinina en cada vial de suero.
Este procedimiento se realizé durante 20 dias consecutivos. Los resultados
se utilizaron para calcular la X, DE y CV; asi como elaborar las graficas de
control de calidad o Levey-Jenning. Se repitié el proceso por 20 dias mas
para representar los valores en la grafica de control de calidad y comprobar
la confiabilidad analitica obtenida. Estas determinaciones se obtuvieron
utilizando el método modificado de Jaffé para la determinacién directa de
creatinina en suero.

Distribucién De Los Sueros A Los Laboratorios Participantes
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Se procedio a distribuir 30 viales de control “normal” y 30 viales de
control “anormal” a 15 laboratorios clinicos de Cumana, bajo condiciones de

temperatura adecuadas, para evitar el deterioro de las sustancia a analizar.

Los laboratorios participantes aportaron informaciéon, mediante un
formato de recoleccion de datos, en cuanto a su instrumento de medicion,
metodologia utilizada. También se realizdé una encuesta en cada laboratorio
para la evaluacién del sistema de garantia de calidad de los participantes
(anexo 1). Para su identificacion, a cada laboratorio se le asigné una letra
como coédigo con el fin de asegurar la confiabilidad de los resultados

obtenidos de la evaluacion.

Todos ellos valoraron en un periodo de 2 meses la concentracion de
creatinina en ambos controles, utilizando los métodos e instrumentos de

medicion, propios de cada laboratorio.

Instrumentos de medicion utilizados por los laboratorios clinicos

participantes de Cumana, Edo. Sucre

Labo Instrumento de Modo de Método
ratorio medicion operacion analitico
A Express plus automatico Jaffé
B RA-1000 automatico Jaffé-
C Omega IV semiautomati Jaffé-
D BTS 310 semiautomati Jaffé-
E Express plus automatizad Jaffé-
F Omega IV semiautomati Jaffé-
G Express plus automatizad Jaffé-
H Biosystems BTS Semiautomat Jaffé-
I Express plus automatizad Jaffé-
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Express plus
Biosystems BTS
Biosystems BTS

Erma INC AE-

Express plus

Erma INC AE-

oZZr X o

automatizad
Semiautomat
Semiautomat
Semiautomat
Automatizad
semiautomati

Jaffé-
Jaffé-
Jaffe-
Jaffe-
Jaffe-
Jaffé-

Calculo De La Precision Y Veracidad En La Determinacion De Creatinina En

Suero, En Los Laboratorios Clinicos De Cumana, Edo. Sucre

Una vez terminado el procesamiento de los controles por los

laboratorios participantes, se procedido a recolectar las encuestas y los

resultados obtenidos.

Analisis De Los Resultados De Los Laboratorios

Con los resultados obtenidos se determind la precisidn y sesgo de

cada laboratorio participante.

Calculo De La Precision

Se determind a través del valor de coeficiente de Variacion

(CV):
CV =

DE: desviacion estandar

DE x 100;
X

X : media aritmética obtenida en cada laboratorio

Se consideré como limite aceptable, valores menores o iguales al

7,37%, segun las especificaciones de calidad de la Asociacién Espanola de
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Farmacéuticos analistas (AEFA), la cual asumié las recomendaciones de la
conferencia de Estocolmo de 1999 (Morancho y Fernandez, 2002; Calafell et
al., 2005), sobre las estrategias para establecer especificaciones globales de

la calidad en el laboratorio clinico para analisis realizados en suero.

Luego se calculo el error aleatorio de cada laboratorio (Gella, 1998;
Mazziotta y Correa, 2005):

EA= 1,65 CV, con grado de confianza de 95%

EA: Error aleatorio

CV: Coeficiente de variacion

Calculo De La Veracidad

La veracidad se evalu6 mediante el error sistematico, el cual se obtuvo
utilizando la ecuacion de diferencia de medias (d) (Carobene et al., 1997;
Santana et al., 1998; Gonzalez y Capriotti, 2006). Para ello se utilizé como
valor de referencia, el valor medio obtenido durante la determinacion del
intervalo de confiabilidad en los controles “normal” y “anormal” distribuidos a
los laboratorios participantes, utilizando el método modificado de Jaffé
evaluado en el presente estudio, el cual fue trazable al material de referencia
certificado por el NIST.

El calculo de diferencia de medias (d) se expreso en valores relativos,

segun la siguiente formula:

d(%)=x—Xx .100
X

X: media obtenida por cada laboratorio,
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X : media de los controles “normal” y “anormal” obtenida por el método evaluado

Se acepté como limite del sesgo 13,26%, segun las especificaciones
de calidad de la AEFA (Morancho y Fernandez, 2002; Calafell et al., 2005).

La desviacion sistematica de cada laboratorio también se evalué a
través del desvio relativo porcentual (DRP). Esta puntuacién estima el desvio
del resultado de un laboratorio en particular con respecto al valor de
consenso del grupo de laboratorios participantes, después de haber
eliminado los resultados aberrantes, segun el criterio de Boquet et al. (1996)
y se expreso en porcentaje (Mazziotta y Correa, 2005; FBA, 2005). Se realiz6

mediante la siguiente formula:

DRP = X,—VC x 100, donde:
VC

X : resultado medio de cada laboratorio
VC: valor de consenso del grupo de laboratorios después de haber eliminado los

resultados fuera de 3DE

Se consideré como limite, valores de DRP inferiores a 15%, de
acuerdo a los criterios de aceptabilidad del Programa de Evaluacién Externa
de la Calidad (PEEC) de la Fundacion Bioquimica Argentina (Perasso y
Mazziotta, 2004; FBA, 2005).

Posteriormente se realiz6 el diagrama de Youden (Youden, 1960;
Dharan, 1983; INTI, 2004), para visualizar el grado de dispersiéon de cada
laboratorio entre si y con respecto al valor consenso.

El error analitico total de cada laboratorio se consider6 como la suma

del error aleatorio (EA) mas el error sistematico (ES):
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ET=EA+ES

Informe Interlaboratorios

Una vez realizado los calculos estadisticos, se enviaron a cada
laboratorio los resultados del periodo de evaluacién, asi como las
recomendaciones y sugerencias en los casos que fuera necesario. Esto se
realizd bajo un estricto régimen de confidencialidad, segun el codigo

asignado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el proceso de evaluacion del método modificado de Jaffé para
determinacién directa de creatinina en suero se realizd una curva de
calibracion con patrones de diferentes concentraciones de creatinina (figura
1), cuyos resultados demostraron una relacion lineal entre los patrones de
creatinina y la respuesta del instrumento de medicion. Este hallazgo se
confirmd por el valor de coeficiente de determinacion, el cual fue
aproximadamente 1. Confirmar dicha respuesta lineal es importante, pues a
partir de esta calibracion se obtuvieron los resultados de creatinina de las
diferentes muestras que fueron analizadas para evaluar la confiabilidad del
meétodo.

Absorbancia

0,7 -

06

05 -

04 -

03 -

0,2 -

0,1 +

0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentracion de Creatinina (mg/dl)

Figura 1. Curva de calibracion del método modificado de Jaffé para la

determinacion directa de creatinina en suero.

A continuacién se exponen los resultados del estudio de precision,

limite de cuantificacion, linealidad, veracidad, trazabilidad e incertidumbre del
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procedimiento.

Los resultados del estudio de precision del método modificado de Jaffé
para determinacion directa de creatinina en suero se demuestran en la figura
2, donde se observan los valores de coeficiente de variacion para el control
‘normal” y “anormal”, obtenidos por los tres analistas con los dos
instrumentos utilizados. En general, la mayor precision se obtuvo con el
spectronic 20D (Milton Roy Company), por los tres analistas con los dos
niveles de controles procesados, y con el segundo control se obtuvo el

menor valor de CV, indicando ello la mayor precision para el mismo.

cv 16 -
14 -
0,
(%) 12 4
10 -
8 -
6 -
4 -
2 -
0
Analistal Analista 2 Analista 3 Analistal Analista 2 Analista 3
Normal Anormal

B Statfax M Espectronic

Figura 2. Precision por analista e instrumento en el control “normal” y

“anormal” de creatinina.
La diferencia de CV obtenida por los analistas e instrumentos

en los dos tipos de controles confirma como estos factores analiticos pueden

influir en la variabilidad de los resultados, por lo cual es importante tomarlos
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en cuenta al momento de evaluar la precision de un método analitico, pues
se sabe que en la rutina diaria de un laboratorio clinico existen variables, las
cuales inciden sobre los resultados reportados a los pacientes. Estos
resultados confirman lo expuesto por Gonzalez (2002) y Terrés (2006),
quienes afirman que la variabilidad observada en el laboratorio clinico es la
suma de todos los factores bioldgicos que operan desde antes de la toma de
la muestra, combinados con los factores analiticos que intervienen durante

su estudio en el laboratorio.

Por ello, al seleccionar una metodologia para determinacion de
creatinina en suero para uso de rutina en el laboratorio se tienen que
minimizar variables que puedan afectar la precision de los resultados, y esto
es importante sobre todo en aquellos pacientes con enfermedad renal;
debido a que, en un reporte del grupo de laboratorios del programa Nacional
de educacion de enfermedades renales de los Estados Unidos de América
(NKDEP) (Peake y Whiting, 2006 y Myers et al., 2006) se indica que los
meétodos de rutina utilizados en los laboratorios clinicos para determinacion
de creatinina en suero deben tener un maximo de 10% de imprecisién, todo
ello con la finalidad de disminuir los errores en los resultados del grado de

filtracion glomerular (GFR), el cual es el mejor indicador de la funcion renal.

Para evaluar la precision de los tres analistas se utilizo la prueba F, la
cual compara la varianza obtenida por cada uno de ellos (tabla 1), al aplicar
la prueba no se encontré diferencia significativa en la precision obtenida por
los tres analistas, tanto para el control normal, como para el anormal; es
decir sus varianza son estadisticamente iguales, lo cual indica que la
variabilidad de los resultados obtenidos por los diferentes analistas no

influyeron en la precision del método evaluado.
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Tabla 1. Precision entre analistas del método modificado de Jaffé para la determinacion directa de creatinina en

Suero.
CN (1,5 * 0,3) mg/dl CA (5,1 £ 1,1) mg/dI
Analista 1 2 3 F 1 2 3 F
X 1,12 1,25 0,73 1,16 NS 5,09 5,19 4,09 0,52
DE 0,12 0,11 0,11 0,21 0,17 0,24 NS
S? 0,02 0,01 0,01 0,04 0,03 0,06
CV(%) 10,92 8,78 16,16 4,09 3,38 574

CN: control “normar’, CA: control “anormal”, Y: media, DE: desviacion esténdar, S2 :Varianza, CV: coeficiente de variacién, P:

0,05; NS: No significativo
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Por el contrario, al comparar las varianzas obtenidas por los dos
instrumentos demostrado en la tabla 2, se encontré diferencia significativa,
pero sélo en el control anormal, lo cual demuestra que al analizar muestras
con valores altos de creatinina, utilizando el espectronic 20D (Milton Roy
Company), se obtendrian resultados, estadisticamente mas precisos que los

obtenidos por el instrumento Stat Fax.

Tabla 2. Precisién entre instrumentos del método modificado de Ja para

determinacion directa de creatinina en suero.

CN (1,5 £ 0,3) mg/di CA (5,1 £1,1) mg/di
Instr S espe F St espe F
umento tat- fax ctronic at fax ctronic
X 0, 1,09 1 4.6 497 2
93 , 74 NS 1 0~
DE 0, 0,09 0,1 0,13
13 9
S? 0, 0,01 0,0 0,02
02 4
C 1 8,74 4.0 2,69
V(%) 3,57 9

CN: control “normal”, CA: control “anormal’, X" : media, DE: desviacién estandar,

S2 varianza, CV: Coeficiente de variacion, P = 0,05; * significativo

En la tabla 3 se presentan los resultados de la precision intermedia del
meétodo, para el control “normal” y “anormal”. Tomando en cuenta que
durante la evaluacion de la precision se dispusieron de varios factores que
afectan la reproducibilidad, como analista, dias e instrumentos, se puede
afirmar que hubo precisién en los controles procesados, aun cuando en los
resultados del control “normal” se obtuvo un valor de CV ligeramente superior
al 10%, el cual es el limite permitido por la NKDEP, con un sdlo factor de

variabilidad (dias) para el estudio de la imprecisiéon (Gonzalez, 2002; Peake y
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Whiting, 20086).

Tabla 3. Precision intermedia del método modificado de Jaffé para la

determinacion directa de creatinina en suero.

CN (1,5 + 0,3) mg/dI CA (51 * 1,1) mg/dI

) 1,01 4,79
D 0,10 0,16

E
s 0,01 0,03

2
10,09 3,42

CV(%)

CN: control “normal”, CA: control “anormal”, X : media, DE: desviacion estandar,

S2% varianza, CV: coeficiente de variacion

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rodriguez et al.
(2001a) en determinaciones automatizadas; Rodriguez et al. (2001b); y
Rodriguez et al. (2002), en determinaciones manuales, en los cuales también

se obtuvo precisidon en todos los niveles de controles analizados.

Por otra parte, los resultados de este estudio difieren de los obtenidos
por Rodriguez (1994) en un estudio realizado con método automatizado de
tipo cinético, el cual arrojé precision solo a niveles muy altos de

concentracion.

Los resultados de imprecision del método desarrollado por Stokes vy
O’Connor (2003), propuesto como referencia por Peake y Whiting (2006), los
cuales analizaron dos muestras controles con valores de 1,3 y 5,9 mg/dl de
creatinina por 20 dias consecutivos, reflejaron valores de 2,0 y 0,9 % de CV,

respectivamente. También, en un estudio realizado en la region de
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Lombardy, ltalia; se evalu6 la precision de tres métodos automatizados
(Johnson y Johnson - enzimatico, Beckman - picrato y Boehringer — picrato),
utilizando tres niveles de controles (CN: 1,20; CA: 3,93 y CAA: 5,63 mg/dl),
se hallaron, en todos los procedimientos utilizados, valores de CV menor a
1,76% (Carobene et al., 1997). La diferencia de los valores de CV con
respecto a los obtenidos en el presente estudio, puede atribuirse al
procedimiento utilizado, en el cual se requiere un sistema e instrumento
manual, donde la reproducibilidad de los datos es afectada por las variables
como pipeteo, fluctuaciones en la temperatura de incubacion, tal como lo
refiere Boquet et al. (1996), ademas de los factores antes mencionado, como

analista, dias e instrumentos.

En general, los resultados de este estudio demuestran que el método
evaluado presenta una aceptable precisién. Esto comprueba lo expuesto por
Mazziotta et al. (1998), los cuales aseguran que hoy en dia, los errores
debidos a imprecision son mas bien raros debido a la evolucion
metodoldgica. Esta precision indica que al realizar varias veces, analisis
repetidos de creatinina a un mismo paciente, se obtendra el mismo resultado,
si éste no ha sufrido cambios bioldgicos o fisiolégicos. Por ello, es importante
para el cuerpo clinico mantener la precision al comparar el estado de un
enfermo en un determinado momento con su situacion previa. Terrés (2003)
afirma que la variabilidad analitica del laboratorio debe ser inferior a la
variabilidad biologica intraindividual para que los resultados de los analisis
contribuyan positivamente en la toma de decisiones médicas, puesto que el

médico toma muchas decisiones clinicas en base a las diferencias diarias.
La precision influye directamente sobre la interpretacion médica. El

médico necesita conocer qué cambios, pueden considerarse como propios

del paciente en oposicidn a los cambios que representan la variacion diaria
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del sistema de medicion. De alli que es importante mantener la precision de
los resultados de los parametros determinados, por lo cual se deben
seleccionar instrumentos de medida lo mas precisos posibles dentro del

estado actual de la tecnologia.

En el estudio del limite de cuantificacion, los resultados obtenidos en
los patrones acuosos de creatinina, presentaron, a partir del patrén de
concentracion de 0,3 mg/dl, valores de CV < 10% y DEO < 2, lo cual
demuestra que el método presenta precision y veracidad desde dicha
concentracion. Ello concuerda con los resultados de la prueba de t -Student,
entre los valores medios obtenidos en cada patron y el valor de referencia,
en la cual no se encontro diferencia significativa desde la concentracion de
0,3 mg/dl (tabla 4).

Estos resultados difieren de los encontrados por Rodriguez et al.

(2001b), utilizando un método manual, quienes encontraron precisién a partir

del patrén de 0,1 mg/dl.
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Tabla 4. Determinacion del limite de cuantificacion del método modificado de Jaffé para la determinacion

directa de creatinina en suero, de acuerdo a los parametros estadisticos.

VE 0, 0, 0, 0, 0, 0,
+ DEE 00,00 1%0,01 210,02 3+0,03 4+0,04 5+0,05
(m
g/dl)
X 0, 0, 0, 0, 0, 0,
01 07 15 31 42 52
D 0, 0, 0, 0, 0, 0,
E 01 05 04 03 03 02
C 72 71 23 10 6, 5,
V (%) 30 43 33 ,00 91 12
D - 3, 2, - - 11
EO (1) 0,01/0,0 00 50 0,33 0,50 40
t 0, - - 1,
15+ 2,47 * 5,88 * 33

VE; valor esperado, DEE: desviacién estandar esperada, X : media, DE: desviacion estandar, S% varianza, CV: coeficiente

de variacion, t : t —Student
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Por otra parte, en el test de diferencia de media (tabla 5), se
demuestra que existe diferencia estadisticamente significativa entre cada par
de valores medios de creatinina, a un nivel de confiabilidad de 95% (p* 0,05).
Esto indica que el método posee buena sensibilidad al poder diferenciar

minimas concentraciones del analito.

Tabla 5. Diferencia de medias para los patrones de baja concentracion de

creatinina.
Patrén (mg/dl) t
0,0-0,1 -5,04*
0,1-0,2 -533*
0,2-0,3 -14,15*
0,3-0,4 11,06 *
0,4-0,5 -1212 *

* diferencia estadisticamente significativa, p* 0,05

En la figura 3 se representa el analisis de regresién lineal entre los
valores medios obtenidos y los patrones de baja concentracién de creatinina,
la cual arrojé un coeficiente de determinacion de 0,972, indicando una
correlacion casi perfecta entre ellos. Esto demuestra una vez mas, la
sensibilidad del método al poder diferenciar minimas concentraciones del
analito. Sin embargo, se puede afirmar que el limite de cuantificacion es 0,3
mg/dl; ya que, a partir de esta concentracién se obtuvo precision y veracidad

de los resultados, tal como se demostro en la tabla 4.
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valores obtenidos de
creatinina (mg/dl)

0,7
0,6
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valores conocidos de creatinina {mg/dl)

Figura 3. Regresion lineal entre los valores de baja concentraciéon de

creatinina.

En el estudio de linealidad, demostrado en la tabla 6, se observo
precision y veracidad en todos los niveles de concentracidon analizados. Este
hallazgo concuerda con los observados en la figura 4, en la cual se obtuvo
un coeficiente de determinacion de 0,996; indicando que existe una alta
correlacion entre los niveles de concentracion de creatinina procesados y los

resultados obtenidos.

Por lo tanto, se puede asumir como intervalo reportable de creatinina
para este método, desde el limite de cuantificacion (0,3 mg/dl) hasta 18
mg/dl, pues este fue el ultimo nivel procesado, siendo esto comparable con
métodos de Jaffé cinéticos, cuyos estudios han reportado como intervalo de
linealidad de 0,1 a 22 mg/dl (Garcia et al., 1997; Sanchez et al., 2002).
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Tabla 6. Linealidad del método modificado de Jaffé para la determinacion

directa de creatinina en suero.

VEz 0, 1 2 4 1 1 1
DEE 6x0,06 ,0%0,1 ,0%0,2 ,0%0,4 0,0%1,0 2,0%1,2 8,0+1,8
(mg
/dl)
X 0, 1 2 3 8 1 1
58 ,09 26 86 94 0,74 8,24
DE 0, 0 0 0 0 0 0
02 ,04 21 20 16 31 19
4, 4 9 5 1 2 1
CV (%) 31 12 38 20 82 89 ,06
DE 0, - - 0 1 1 -
0 33 0,90 1,30 35 ,06 ,05 0,13

VE; valor esperado, DEE: desviacién estandar esperada, _X : media, DE:

desviacion estandar, S?: varianza, CV: coeficiente de variacion

Los resultados de este estudio se asemejan a los obtenidos, tanto por
un método manual como automatizado, de Laboratorios Heiga para la
determinacién directa de creatinina, donde se obtuvo linealidad en valores
bajos, medios y altos de creatinina (Rodriguez et al., 2001a y 2001b), y
difieren de los encontrados por Rodriguez (1994), quien obtuvo linealidad,

solo en valores altos de creatinina.

Por otra parte, si se toma en cuenta lo planteado por Phillippe et al.
(1993), al analizar los resultados obtenidos con soluciones acuosas como los
estandares y soluciones albuminadas como los sueros controles, este

método presenta precision, linealidad y sensibilidad aceptable.
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valores 12
obtenidos

(mg/dI) 10
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Figura 4. Linealidad del método modificado de Jaffé para la determinacion

directa de creatinina en suero.

En la Tabla 7 se observan los resultados del estudio de veracidad del
método evaluado mediante la prueba de recuperacion, en la cual se puede
apreciar la relaciéon entre el valor recuperado y el valor agregado para 25, 50,
75y 100% de creatinina de dos muestras de concentracién basal con valores
de 1,30 y 3,20 mg/dl de dicho analito, resultando, a excepcion del primero,
una recuperacion con una efectividad cercana al 100% y un error
proporcional menor al 5 %. Ello demuestra la capacidad del método en
recuperar la cantidad afiadida del analito a la muestra “base”, y por lo tanto,
la veracidad del mismo en medir a estos niveles de concentracion. Estos
resultados concuerdan con un estudio de recuperacion realizado en un
método cinético de Jaffé reportado por Garcia et al. (1997); donde se

aumentaron los niveles de concentracion de creatinina en 0,99; 2,0; 4,0; y 6,0
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mg/dl utilizando sueros frescos y en cuyos resultados se obtuvo una recuperacién promedio de 98%.

Tabla 7. Recuperacion del método modificado de Jaffé para la determinacion directa de creatinina en suero.

Concentr va ca canti R E D t
acion lor ntidad dad (%) P (%) E
Base obtenido ( agregada recuperada
(mg/dl) X) (m (mg/
a/dl) dl)
1,30 1, 0,3 0,18 9 9 0 -
48 3 0,8 2 ,05 6,00*
1,30 1, 0,6 0,58 9 3 0 -
88 5 6,4 ,6 ,23 0,68
1,30 2, 0,9 0,97 9 1 0 -
27 8 8,7 3 ,07 0,91
1,30 2, 1,3 1,39 1 - 0
69 0 03,5 3,5 27 0,73
3,20 4, 0,8 0,86 1 - 0
06 0 01,5 1,5 ,05 2,40
3,20 4, 1,6 1,66 1 - 0
86 0 01,3 1,3 ,07 1,77
3,20 5, 24 2,35 9 0 0 -
55 0 9,1 9 ,09 1,14
3,20 6, 3,2 3,05 9 2 0 -
25 0 7,6 3 ,09 3,69*

R: recuperacion, EP: error proporcional, DE: desviacion estandar, ¢ : t —Student
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Por otra parte, el bajo porcentaje de recuperacion (90,8%)
correspondiente al 25% en la muestra de “concentracion base” de 1,30 mg/dl
de creatinina, concuerda con el resultado del f de student, del cual se obtuvo
una diferencia significativa entre el valor medido y el valor esperado de
creatinina. Ello pudo ser causado por errores volumétricos, pues para elevar
el valor base a un 25%, se necesit6 medir un pequeio volumen de la

solucién madre.

valor medido de
crea}inina
(mg/dl)

y=0,9978x- 0,022

6 o Falia¥ater kel /’
RE=1heY S
5

3 /
2 «*

O T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
valore esperado de creatinina {mg/dl)

Figura 5. Regresion lineal entre los valores esperados y medidos de

creatinina.

Aun cuando en el 100% de recuperacion correspondiente al control de
concentracion alto (3,20 mg/dl), también arrojo diferencia significativa, se
puede aceptar la recuperacion del método a dicho nivel, pues se encuentra
dentro del intervalo aceptado de 95 a 105 %. Ademas, al relacionar el valor
agregado y el valor recuperado, el valor de r? (0,990), reflej6 una alta

correlacion (figura 5).
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En la tabla 8 se muestran los resultados de la evaluacion de la
veracidad utilizando dos soluciones estandares de referencia 967,
certificadas por el NIST, tanto en niveles normales (0,753 £+ 0,021 mg/dI)
como altos (3,916 £ 0,083 mg/dl) de creatinina, dichos valores demuestran
que el método evaluado presenta veracidad en las mediciones de creatinina,
pues no hubo diferencia significativa entre los valores medios obtenidos en

los materiales de referencia analizados y los valores de referencia asignados.

Tabla 8. Veracidad del método modificado de Jaffé para la

determinacion directa de creatinina en suero.

MRC X DE t
0,753 0,76 0,03 0,39 NS
3,916 4,02 0,28 1,67 NS

MRC: Material de Referencia Certificado, X : media, NS: No significativo

Asi mismo, este hallazgo concuerda con los del estudio de
recuperacion, pues en ambos estudios para evaluar la veracidad del método
modificado de Jaffé para determinacién directa de creatinina en suero se
obtuvo trazabilidad a las referencias utilizadas. Segun Riu (2006), para
verificar la trazabilidad se pueden utilizar diversas referencias, entre ellas, de
acuerdo al orden de jerarquia, estan los métodos definitivos, los cuales
representan la mejor referencia, siempre que sean aplicables en condiciones
rigurosas de garantia de calidad. Estas condiciones rigurosas, junto con la
dificultad de aplicacién de algunas o el reducido ambito de aplicacion de
otras, son el motivo por el cual estos métodos se utilizan muy pocos para
verificar la trazabilidad. Seguidamente, se encuentran los MRC, utilizados en
el presente estudio, y cuyos niveles de concentracion se obtuvieron por un
meétodo definitivo como es la espectrofotometria de masa, certificadas por el

Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia, luego le siguen, segun la
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cadena metroldgica, los métodos de referencia y las muestras adicionadas.
Esta es una de las referencias mas utilizadas, a pesar de encontrarse en los
niveles inferiores; siendo también empleada en el presente estudio, donde se

obtuvo una recuperacion promedio de 97%.

Esta verificacion de la trazabilidad del método en estudio es
importante, ya que permite tener confianza en los resultados proporcionados
por el mismo, pues como el resultado es comparable a las referencias
utilizadas, se puede asegurar, tal como lo refiere Leiva (2006), que no se
cometieron errores sistematicos significativos en el procedimiento analitico.
Por lo tanto, el resultado de las muestras desconocidas a ser procesadas
con dicho método, también seran trazables a un método de
espectrofotometria de masa. De acuerdo a lo anterior, se puede afirmar que
los laboratorios que utilicen este método, bajo condiciones de aseguramiento
de calidad, cumpliran los requerimientos de las Organizaciones
Internacionales de Enfermedades Renales (Peake y Whiting, 2006), las
cuales recomiendan que todos los métodos de creatinina utilizados en los
laboratorios clinicos deben ser trazables a un material de referencia basado

en un método definitivo.

A continuacion se exponen los resultados correspondientes de cada
una de las varianzas utilizadas para el calculo de la incertidumbre estandar,
como son la varianza del muestreo, procedimiento y trazabilidad. Para la
estimacion de la varianza de muestreo se estimd previamente la varianza
global (S%) del estudio premetrolégico, tal como se explico en la metodologia

para el calculo de la incertidumbre de muestreo.
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Tabla 9. Variabilidad del experimento premetrologico del método modificado

de Jaffé para la determinacion directa de creatinina en suero.

Ma S S C S cv U
gnitud zglobal 2 V D Zom PM muestreo

Cr 0 0 6, 0, 13,3 0,
eatinina ,027 ,007 73 026 2 16

S%ya: Varianza global, S%p: varianza metroldgica intraserial, Cv p: coeficiente de

variacion intraserial, S%wu: varianza de muestreo, CVey: coeficiente de variacion del muestreo

La incertidumbre producida durante la fase de muestreo en el
experimento ha permitido evaluar de manera conjunta factores que influyen
sobre el mismo, como la toma de muestra en diferentes brazos, la extraccion
a cargo de diferentes personas y la realizacién del resto de manipulaciones
premetrologicas diferidas en el tiempo. En dichos resultados (tabla 9), el CV
del muestreo es mayor al 10% y superior al CV correspondiente a la
imprecision intraserial. Ello demuestra que la incertidumbre premetrologica
en la determinacidén de creatinina no es despreciable e incluso superior a la
producida por la variabilidad intraserial. Este resultado concuerda con el
obtenido por Gonzalez (2002), en el cual el CV premetroldgico es igual o
superior al CV intradiario para 9 magnitudes estudiadas, entre las cuales se
encontro la creatinina. Lo cual indica que la varianza premetroldgica deberia
ser tomada en cuenta a la hora del calculo de la incertidumbre combinada

total del procedimiento.

Segun un reporte de CATLAB (2008), en el laboratorio clinico la etapa
del muestreo ha sido tradicionalmente excluida del proceso global de
medicion quimica, considerandose como una etapa aislada, por ello sus
efectos sobre la calidad del resultado suelen ser desconocidos o0 poco

considerados, ya que el laboratorio, quien se encarga de ejecutar el método
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de analisis, sb6lo se remite a reportar resultados, ignorando su significativa
historia previa. Ello corrobora lo expuesto por Bonini et al. (2002), quienes
revisaron los resultados encontrados en la bibliografia en un periodo
comprendido entre enero de 1994 y junio de 2001, reportando un promedio
de 55% total de errores para la fase preanalitica. Debido a esto, la
incertidumbre de la etapa de muestreo debe ser considerada en la

incertidumbre global del método.

Una estimacidon de la incertidumbre analitica que incluya Ila
contribucién del muestreo provee muchas ventajas. Las decisiones basadas
en las mediciones tendran una probabilidad mucho menor de ser erroneas.
Ademas, el sistema de medicion puede optimizarse en relacién a su proceso,

a sus costos y ajustarse mejor al propdsito analitico.

A pesar de conocer que las variaciones producidas en la fase de
muestreo pueden afectar a los resultados de las mediciones, generalmente
se considera que la adecuada normalizacién de estos factores hacen
despreciables estas fuentes de variaciéon (Etcheverry et al., 2007). Sin
embargo, segun Gonzalez (2002), la completa normalizacion de los procesos
que forman parte de esta fase es un objetivo dificil de conseguir, ya que para
ello es necesario tener en cuenta las caracteristicas particulares de cada
magnitud y procedimiento en cuestién, mediante un analisis detallado de
cuales son los componentes de incertidumbre significativos dentro de esta
fase, y aun si se lograra, no es posible asegurar que la incertidumbre

producida en esta fase sea despreciable.
En relacion con la incertidumbre producida durante la fase metrologica

o analitica, se estimé mediante el calculo de la varianza del procedimiento y

trazabilidad del método obtenido en la evaluacion del mismo a dos niveles de
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concentracion. La varianza del procedimiento se obtuvo de los resultados
reportados por el analista 2 con el instrumento marca Spectronic, (Milton Roy

Company), ya que fueron los que arrojaron mayor precision.

Los resultados observados en la tabla 10 confirman que el
procedimiento de medida posee heterocedasticidad, ya que la varianza
aumenta al incrementar el valor del analito y por el contrario el valor de CV
disminuye al aumentar la concentracion de la misma (Gella, 1998). Este
resultado confirma el hallado por Gonzalez (2002), quien demostré que en la
mayoria de los procedimientos de medida usados en el laboratorio clinico, el
CV metroldgico varié con el valor del mensurando. Investigar este fendmeno
es importante, pues si el coeficiente de variacion se mantiene constante para
un meétodo, en un intervalo de concentraciones determinado, se puede
utilizar este valor como la incertidumbre relativa metrolégica del mismo en
todo este intervalo y posteriormente, emplear dicho valor para el calculo de la
incertidumbre combinada, sin embargo esto no es el caso para el método en

estudio.

Asi mismo, los organismos internacionales de normalizacion
recomiendan que todo resultado de una medicion biolégica debe ir
acompanado de alguna indicacién cuantitativa que informe de la calidad con
que se ha obtenido y que permita evaluar la fiabilidad de este resultado, ya
que sin esta informacion los resultados de la medicién no estaran completos
(ISO, 1993; EURACHEM, 2000). Esta informacion cuantitativa sobre un
resultado de una medicion es la incertidumbre de medida. Dichos
organismos han creado documentos sobre la incertidumbre asociada a los
resultados de los procedimientos de medida y uno de sus principales
objetivos es difundir la importancia que tiene el conocimiento y la informacién

de la incertidumbre de medida.
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Tabla 10. Incertidumbre estandar del método modificado de Jaffé para

determinacion directa de creatinina en suero.

Control S? proc Cvproc Uproc MRC SZMRC Unire Urraz Uestandar u expandida
1,364 0,006 5,86 0,08 0,76 0,001 0,01 0,04 0,21 0,42
5,321 0,025 2,97 0,16 4,02 0,112 0,04 0,34 0,41 0,81

S? ooe: Varianza del procedimiento, CV,..: coeficiente de variacion del procedimiento,
Uproc: incertidumbre del procedimiento, S%urc: varianza del material de referencia certificado,
Uwmrc: incertidumbre del material de referencia certificado, Uy, incertidumbre de la
trazabilidad, Uestandar: incertidumbre estandar del método, U expandica: incertidumbre expandida

del método

A pesar de la labor desarrollada por estos organismos en los ultimos
anos, la estimacién e informe de la incertidumbre de medida son practicas
gue no se realizan todavia en los laboratorios clinicos. Este hecho puede ser
debido, tal como se refiere en Gonzalez (2002), al desconocimiento o la falta
de valoracion por parte del personal del laboratorio clinico de la importancia
que conlleva el conocimiento de la incertidumbre de un resultado, y/o
también a la relativa complejidad del procedimiento para estimar la

incertidumbre.

Ademas, la tendencia actual en el laboratorio es la incorporacion de
nuevas magnitudes para el diagndstico, prondstico o seguimiento de
enfermedades ya conocidas o de nueva aparicion. Este hecho complica aun
mas, la dificultad de conocer la incertidumbre asociada a los resultados
obtenidos, debido a los diversos procedimientos que se usan en un
laboratorio clinico, los distintos pasos que configuran cada uno de estos
procedimientos, la diversidad de analizadores en que estan incorporados o la

variedad de procedimientos manuales que se tienen. Son puntos que se
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deben tener en cuenta previamente cuando se plantea realizar cualquier

estudio de la incertidumbre.

Independientemente de cual sea la causa, en los laboratorios es
necesario hacer un esfuerzo para estimar la incertidumbre asociada a los

resultados de medida.

Segun los resultados expuestos anteriormente, para la evaluacion del
método modificado de Jaffé, se puede afirmar que el mismo, es confiable
para determinacion de creatinina en suero, desde 0,3 hasta 18 mg/dl. Esto es
importante porque, aunque la medida de creatinina en suero no debe
utilizarse en forma aislada para valorar la funcion renal (K/ DOQI, 2002;
Levey et al., 2005; Gracia et al., 2006 y Myers et al., 2006), la exactitud en
sus valores es necesaria para calcular las ecuaciones del grado de filtracién
glomerular, el cual si se considera como mejor indicador de la funcién renal.
Ello permite realizar un correcto diagnéstico, tratamiento y seguimiento de las
enfermedades renales. De ahi la importancia de evaluar dicho método, para
decidir sobre su aceptacion o no en el laboratorio, de forma que si el
resultado contiene un error elevado puede conducir a falsas interpretaciones

y llevar a un diagndstico equivocado y afectar directamente al paciente.

A pesar de varios estudios reportados, como los de la Sociedad
Clinica Brasilera y Sociedad de Patologias (Picheth y Yokoo, 2001) en 36
laboratorios; y los de Guarache y Rodriguez (2003) en 10 laboratorios
Clinicos de Cumana, quienes mostraron que las determinaciones manuales
presentaban la mayor cantidad de errores en los resultados y estos fueron
atribuidos a factores de calibracion, condicion y dilucion de la muestras,
temperatura ambiental, entre otros; el método evaluado, el cual tiene un

procedimiento manual, presenta confiabilidad analitica.
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Es importante destacar que la confiabilidad de los resultados de
laboratorio, no sélo dependen de la metodologia utilizada, sino de una serie
de factores analiticos, como son el entrenamiento y capacitacién de los
analistas, la adquisicion, mantenimiento y control de materiales, equipos e
instrumentos de buena calidad, por ello es imprescindible para el laboratorio
implementar sistema de garantia de calidad (Saez y Gomez, 2006) que
permita controlar no sélo los factores analiticos sino los preanaliticos vy
postanaliticos, con el objetivo final de prestar un servicio de calidad al

usuario en general.

Por otra parte, los procesos de evaluacion de los métodos de
laboratorio tienen un efecto inmediato en las actividades del laboratorio, ya
que determinan si los resultados son lo suficientemente fiables para ser
usados, bien sea para la toma de decisiones cruciales o para propositos de
diagnéstico o de investigacion (Gonzalez y Capriotti, 2006). Por lo tanto, la
correcta seleccion de estos métodos es indispensable para los laboratorios
que tengan como objetivo el obtener determinaciones analiticas de calidad y
debe convertirse en una obligacién profesional para todos los licenciados en

Bioanalisis.

Determinacion Del Intervalo De Confiabilidad De Creatinina En Los

Sueros Control

En la tabla 11 se observan los valores de los limites de control o
confiabilidad obtenidos en 20 dias en las dos mezclas de sueros preparadas
en el laboratorio, utilizando para ello el método evaluado. La confiabilidad de
los datos es confirmada por el CV obtenido, siendo menor al 10% para los

dos niveles de creatinina.
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Tabla 11. Intervalo de confiabilidad de creatinina en los sueros control

preparados en el laboratorio.

Creatinina X DE CcvVv
Control
1,32 0,09 7,19
“normal”
Control
4,15 0,26 6,11
“anormal”

X - media, DE: desviacion estandar, CV(%): coeficiente de variacion

En las graficas de control de calidad para los dos niveles de controles
procesados (figuras 6 y 7), se observa reproducibilidad de los datos; ya que
el 95% de los resultados estan dentro de £ 2DE, los valores se distribuyen
casi uniformemente a ambos lados de la linea media, no se encontraron mas
de cinco determinaciones consecutivas a un mismo lado de ésta, ni
tendencias de los resultados; por lo tanto, se confirma la confiabilidad de los

resultados de creatinina.
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Figura 6. Levey-Jennings para el Control “normal” de creatinina.
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Figura 7. Levey-Jennings para el Control “anormal” de creatinina.
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Valores De Controles “Normales” Y “Anormales” De Creatinina En Los

Diferentes Laboratorios Participantes De Cumana.

La figura 8 sefiala la imprecision obtenida por cada laboratorio en el
control “normal” y “anormal” de creatinina, a través del valor del coeficiente
de variacion (CV). Solo el 20% (A-B-G) de los laboratorios obtuvo alta
reproducibilidad en los resultados durante el periodo de evaluacion, con
valores de CV menores al 7,37%, encontrandose en el laboratorio B mayor
precision en las determinaciones. Dichos laboratorios utilizaron un método de
Jaffé cinético, con instrumentacion automatizada, al igual que los laboratorios

E y J, los cuales, sin embargo, no arrojaron alta precision (CV™ 10%).

40

CV (%)

B CN

HCA

AAB C D E F G H I J K L MN O

LABORATORIOS

CV: coeficiente de variacién, CN: control “normal”, CA: control “anormal”
Figura 8. Precision de los laboratorios clinicos en determinaciones de

creatinina en suero.
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La variabilidad de los resultados que se observa en los laboratorios E
y J, se considera una variabilidad interdiaria alta, pues dichos laboratorios
trabajaron con instrumentos automatizados, los cuales muestran menor
imprecision que los manuales; por lo cual se infiere que la variacidon
producida en dichos laboratorios fue por falta de un control de calidad
analitica para la determinaciéon de creatinina y no por la metodologia
empleada. Sin embargo, Anderson y Cockayne (1993) considera otros
factores como: variaciones en el instrumento que ocurren durante periodo de
dias, cambios en calibradores y reactivos y cambios de personal de un dia a

otro, afectando todo ello la precision de los resultados.

Por otra parte, los laboratorios con mayor imprecision intralaboratorio
fueron el C-K-L-M-O, representando el 33,33%. Todos ellos utilizaron
instrumentacion semiautomatizada, siendo el laboratorio L el de mayor
imprecision, con un valor de CV de 33,92% y 28,78% para el control “normal”
y “anormal’, respectivamente. Aunque estos laboratorios hayan utilizado
instrumentos semiautomatizados para los analisis de creatinina, donde
intervienen mayores factores analiticos con respecto a los automatizados,
como pipeteo, mezcla, control del tiempo y variabilidad en los operadores,
los mismos pueden disminuirse con una manipulacion cuidadosa, mejorando

asi la precision intralaboratorio.

El laboratorio C utilizé un método de Jaffé punto final, cuya imprecision
fue mucho mayor al obtenido por el laboratorio F (CV: 10,63% y 12,37%), el
cual utilizé el mismo método. Dicho procedimiento analitico es similar al
evaluado en esta investigacion, donde se obtuvo precision y trazabilidad al
material de referencia certificado por el NIST, como se explicé anteriormente.
Ello corrobora, la falta de control interno de la calidad en el laboratorio C y no

por errores en la metodologia empleada.
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Estos resultados de imprecision concuerdan con un estudio sobre
evaluacion externa de la calidad en la ciudad de Cumana (Guarache y
Rodriguez, 2003), los cuales encontraron valores de CV menores a 6,3% en
s6lo el 20% de los laboratorios para el CN y 50% para el CA. El alto
porcentaje de laboratorios con poca precision en los resultados de creatinina,
puede ser debido, como se menciond anteriormente a la falta de programas

de control de calidad analitica en los laboratorios de la ciudad de Cumana.

Asi mismo, los resultados de este estudio coinciden con Ramirez et
al. (2006), quienes obtuvieron precision en el 28,57% y 57,14% para el CN y
CA, respectivamente, en los laboratorios de la ciudad de Mérida. Ello refleja,
una vez mas, la necesidad de implementar Programas de Control de Calidad

Interna en los laboratorios de nuestro pais.

En la figura 9 se muestra el error aleatorio obtenido por cada
laboratorio en la determinacion de creatinina para ambos niveles de
controles, demostrando que el 73,33% de los laboratorios superan al 10% de

error.
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EA: error aleatorio, CN: control “normal”, CA: control’anormal”

Figura 9. Error aleatorio en los analisis de creatinina por laboratorio.
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En general, este tipo de error puede ser ocasionado por factores
incontrolables del procedimiento como variabilidad en el pipeteo, en el tiempo
y temperatura de incubacion; o del instrumento de medida como ruido de los
detectores, fluctuaciones de la intensidad de luz, ruido procedente de los
componentes electrénicos, fluctuaciones de la lampara (Fuentes, 1998; Saez
y Gomez, 2006); los cuales no pueden ser completamente evitados. Sin
embargo, puede reducirse o minimizarse con una adecuada seleccion del
procedimiento de medida, apropiado mantenimiento preventivo del equipo de
medida, mediante el adiestramiento de los operarios y con un riguroso
seguimiento del procedimiento escrito; todo ello con el fin de que este error

no afecte la utilidad clinica del resultado obtenido.

Por ello, se puede inferir que en los laboratorios participantes, estos
errores se originaron por la falta de un control interno de calidad, cuyo
objetivo fundamental es demostrar la reproducibilidad de los resultados para
reducir el nivel de incertidumbre en los mismos. Este tipo de error influy6é en
la precision de los analisis de creatinina en los sueros controles y, por tanto,

también van a estar presentes en los resultados de los pacientes.

Segun Terrés (2007), el establecimiento de metas analiticas es el
primer paso en cualquier sistema de control de calidad. Por ello y de acuerdo
al alto porcentaje de laboratorios clinicos de Cumana que presentaron alta
imprecision en sus resultados, se hace necesario el calculo del coeficiente de
variacion relativo (CVR: VA%/VB%) por parte de los responsables de dichos
laboratorios, lo cual permitira el establecimiento de las metas analiticas de
cualquier analito; por lo que es imprescindible que se cuenten con limites de
referencia adecuados para la poblacién atendida y se determine el
coeficiente de variacién analitico de cada prueba, ya que Segun Fuentes y

Valero (1998) y Gonzéalez (2004), las variaciones de los resultados de un
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paciente se deben a la variabilidad analitica y a la variacién biologica, asi
como al deterioro 0 a la mejora de su estado. Se han utilizado varias
estrategias para definir los objetivos de calidad analitica respecto a la
imprecision que han de presentar los métodos empleados en los laboratorios
clinicos. El criterio que se recomienda en la actualidad para establecer los
objetivos de imprecision analitica sefiala que debe depender de la
variabilidad biolégica del componente que se mide. Dentro de estos criterios
estan los de Tonks en el que se afirma que la variabilidad analitica debe ser
el 25% del intervalo de la variabilidad bioldgica, el criterio de Aspen, el cual
representa el 12,5 del intervalo, y el Six sigma representa reducir la
variabilidad analitica a 4,2% de la variabilidad biologica (Westgard, 2003;
Terrés, 2007). Es decir, ademas de determinar la variabilidad analitica de los
procedimientos usados en el laboratorio, se debe tener en cuenta la
variabilidad biolégica de cada uno de los analitos para determinar cual es el
error total que se puede permitir en cada uno. Todo ello, con la finalidad de
arrojar resultados confiables a los pacientes que acuden a dichos

laboratorios.

Por otra parte, la evaluacién del sesgo o error sistematico (ES) y error
total maximo tolerable (ETM) en los andlisis de creatinina de cada
laboratorio representados en las tablas 12 y 13 se realizaron segun el criterio
de calidad para analisis realizado en suero o plasma de la AEFA (Morancho
y Fernandez, 2002; Calafell et al., 2005), el cual acepta como limite, un valor
de 13,26% y 28,00%, respectivamente.
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Tabla 12. Desempeno analitico en los resultados del control “normal” de

creatinina de los laboratorios participantes de Cumana, estado Sucre.

Laboratorio C E E E
DRP
S E \' A S ™
6 1 - -
A -19,65
,94 ,059 ,36 0,49 28,85 39,34
4 7 3 1
B 9,40
28 ,064 ,98 ,61 ,03 2,15
1 3 4 3
C 7,69
,26 244 8,34 0,26 ,64 4,9
1 2 - -
D -9,40
,06 ,143 3,41 2,13 19,77 41,44
1 2 - -
E -3,41
13 ,149 3,28 1,91 14,47 36,68
1 1 - -
F 1,70
19 ,126 0,63 7,53 9,94 27,75
6 1 - -
G -25,64
,87 ,057 ,59 0,87 34,15 44,96
9 1 1 3
H 30,76
53 147 ,63 5,88 5,91 1,79
7 1 - -
| -0,14
,01 ,079 ,80 2,87 23,56 36,35
1 2 - -
J -16,23
,98 ,143 4,58 4,05 25,83 49,8
2 4 5 5
K 17,09
37 ,398 8,35 6,78 ,38 2,16
3 5 4 6
L 17,94
,38 ,558 3,92 5,96 ,54 0,5
1 3 2 3
M 15,38
35 ,270 9,44 2,07 27 4,34
8 1 - -
N -21,37
,92 ,080 ,69 4,34 30,37 52,98
1 3 - -
(0] 6,83
25 ,240 9,20 1,68 5,39 37,07
laboratorio
s 2 4 1
46,66
aceptables 0,00 6,66 3,30

(%)

X : media, DE: desviacion estandar, CV(%): coeficiente de variacion, EA(%): error
aleatorio, ES(%): error sistematico, ETM(%): error total, DRP(%): desviacion relativa

porcentual
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Tabla 13. Desempefo analitico en los resultados del control “anormal” de

laboratorios participantes de Cumana, estado Sucre.

Laborat D C E E E DR
orios E Vv A S ™ P
0 3 5 1

A 9,19
,46 ,109 ,16 21 6,63 1,84

B 0 4 6 2 8 11,2
,24 174 10 .76 A7 ,93 8

1 2 4 - -

C 8,40
13 ,049 5,42 1,94 0,48 4242

b 0 4 6 - - -
31 ,094 ,07 72 44 34 37,62 39,37

£ 0 1 1 - - -
,68 429 1,66 994 11,08 31,02 3,41

E 0 1 2 2 4 -
,02 374 2,37 0,41 7,22 7,63 20,73

G 0 6 1 - - -
.31 209 32 0,42 20 30,42 13,12

H 0 9 1 8 2 18,3
,51 417 ,24 5,25 ,67 3,92 7

| 0 9 1 - - -
,28 309 41 552 20,72 36,24 13,65
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3 0 1 2 - -

J 0,26
,82 592 5,50 5,61 795 33,56
K 2 0 1 2 - - -
,64 387 4 65 417 36,38 60,55 30,71
L 4 1 2 4 1 6 29,9
,95 423 8,78 7,38 9,28 6,66 2
M 3 0 2 3 - - -
79 ,812 1,45 5,39 8,67 44,06 0,52
N 3 0 7 1 - - -
,63 283 78 2,83 12,53 25,36 4,72
0 3 0 1 2 - - -
,66 ,590 6,12 6,59 11,80 38,39 3,94
Laborat
orios 2 5 2 66,6
aceptables 6,60 3,33 6,70 6

(%)

X (mg/dl): media, DE: desviacion estandar, CV(%): coeficiente de variacién, EA(%): error aleatorio, ES(%):

error sistematico, ETM(%): error total, DRP(%): desviacion relativa porcentual
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Para estos calculos se utilizé como valor “verdadero” del analito, el
obtenido con el método de Jaffé punto final durante el establecimiento del
intervalo de confiabilidad de creatinina en los sueros controles que fueron
distribuidos a los laboratorios participantes, cuyos valores fueron 1,32 mg/dI
para el control “normal” y 4,15 mg/dl para el “anormal”. Segun este criterio,
se obtuvo un 46,66% y 53,33% de los laboratorios con error sistematico

aceptable para el control “normal” y “anormal”, respectivamente.

También se utilizd la ecuacion DRP (figura 10) para estimar la
desviacion del resultado de un laboratorio en particular, con respecto al valor
consenso del grupo de laboratorios, el cual tiene un limite maximo para la
creatinina de 15%, segun el programa de evaluacion externa de la calidad de
la Fundacion Bioquimica Argentina (Perasso y Mazziotta, 2004). Siguiendo
este criterio se obtuvo 46,66 (CN) y 66,66% (CA) de laboratorios con una
desviacion relativa aceptable. En dicha grafica, se aprecia que no existe un
comportamiento uniforme entre los laboratorios para ambos controles, lo cual
refleja que no hubo errores inherentes de los sueros controles, sino a errores

propios de cada laboratorio.

A pesar de que aproximadamente la mitad de los laboratorios obtuvo
un DRP aceptable, la desviacion obtenida en este evaluacion fue mayor a los
obtenidos por Ramirez et al. (2006), en la ciudad de Mérida, indicando, una
vez mas, la falta de control interno para creatinina en laboratorios de nuestra

region.

64



DRP (%) 40 -

30 A

20 A

10
B CN

B _C E H | HCA

-10 A

-30 A

-40

laboratorios

DRP: desviacion relativa porcentual CN: control “normal, CA: control “anormal”
Figura 10. Desviacion sistematica para la determinacion de creatinina en

suero, por los laboratorios clinicos de Cumana, Edo. Sucre.

Segun los criterios de AEFA, y del DRP, el 53,33 y 46,66% (tabla 12 y
13) de los laboratorios obtuvieron errores sistematicos inaceptables en los
resultados de creatinina, tanto en el control “normal” como en el “anormal’,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con Myers et al. (2006), en un
estudio interlaboratorio, quienes concluyeron que es necesario la disminucion
de la desviacion analitica en los laboratorios clinicos, en ensayos de
creatinina. También concuerdan con un PEEC del Colegio Americano de
Patologos (CAP), donde se obtuvo una alta desviacion sistematica en los
sueros ensayados por los laboratorios, recomendando los programas de
estandarizacion trazables a métodos de referencia de alto nivel (IDMS), para

mejorar los resultados de este analito (Miller et al., 2005).

Para lograr esta estandarizacion, tal como lo refiere Myers et al.
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(2006), es importante el esfuerzo conjunto de los fabricantes de métodos e
instrumentos, laboratorios clinicos, organizaciones gubernamentales vy
programas de evaluaciones externas de calidad. La Guia ISO-17511 (2003)
detalla los procedimientos para el establecimiento de la trazabilidad de los

resultados del laboratorio.

Por otra parte, Miller et al. (2005) en un estudio interlaboratorio en
Virginia, USA, encontraron una alta relacién significativa entre la variabilidad
y desviacidon de los resultados con respecto a los tipos de instrumentos de

medicion y no con el método usado.

La desviacién analitica obtenida por los laboratorios participantes
pudo ser causada, tal como se refiere en Gella (1998), por errores de
calibracion. Dicho autor afirma que no siempre es posible realizar una
calibracion adecuada del procedimiento o método de medida, por la ausencia
de calibradores con las suficientes garantias en el valor asignado, o porque

la matriz del calibrador es significativamente diferente de las muestras.

En general, se considera que si se selecciona un procedimiento de
medida de gran especificidad analitica y se calibra adecuadamente, se
minimizan los errores sistematicos en los resultados. Segun Leiva, (2006) y
Miller et al. (2005), las mejores garantias para una correcta calibracion, las
ofrecen los materiales de calibracién trazables a algun material de referencia
certificado 6 patrén internacional y con incertidumbre conocida para el valor
asignado. Desafortunadamente, tales cualidades no son frecuentes en la
actualidad, aunque se espera que esta situacion se corrija en un futuro
préximo por la influencia creciente de las normas internacionales (ISO, 2000)
sobre fabricantes de productos para diagnostico in vitro y laboratorios

clinicos.
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Otro aspecto de importancia para disminuir el error sistematico en la
calibracion es la ausencia de efecto matriz (Leiva, 2006). Para ello, es
conveniente que el material de calibracion tenga una matriz idéntica, o lo
mas similar posible, a las muestras humanas que se analizan. Dado que los
métodos de rutina utilizados en los laboratorios suelen ser menos especificos
que los de referencia, la existencia de algun elemento interferente en la
matriz del calibrador puede originar errores sistematicos en las muestras

analizadas.

Por ultimo, es indispensable en los laboratorios clinicos, la calibracion
de los instrumentos y equipos auxiliares de medida, tales como: pHmetros,
balanzas, pipetas automaticas, dispensadores, diluidores,
espectrofotometros y lectores, trazados con patrones adecuados (Gonzalez,
2004). La calibracion tiene por objeto en estos casos la estimacion de los
errores sistematicos. Una vez realizada esta estimacion, debe considerarse
como aceptable, si es el caso, o corregirla mediante ajuste o mediante la
aplicacién de un factor apropiado. Este tipo de calibracién debe realizarse
con una periodicidad notablemente mas amplia que la calibracion de los

procedimientos de medida o métodos analiticos.

Es importante resaltar que la calibracion corrige muchos errores
sistematicos de los instrumentos y equipos auxiliares de medida utilizados,
pero no todos, en particular si la calibracién se realiza con un unico valor, la
cual fue Ila utilizada por los laboratorios con instrumentacion
semiautomatizada en los ensayos de creatinina que participaron en este

estudio.

En la tabla 14 se reflejan los valores de CV interlaboratorio del control

“‘normal” y “anormal” en los resultados de creatinina. Es importante destacar
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que este CV interlaboratorial no expresa el concepto de precisién o error
aleatorio ya discutido. Simplemente demuestra la alta dispersién en
determinaciones del analito entre los diferentes laboratorios participantes de
Cumana al analizar la misma muestra control. Dicha dispersion en general se

explica mas por errores sistematicos que por errores aleatorios.

Estos resultados concuerdan con el estudio realizado en la misma
ciudad por Guarache y Rodriguez (2003). Ambos estudios arrojaron valores
de CV mayores a los obtenidos por un grupo de trabajo de la Sociedad
Francesa de Biologia Clinica (SFBC) en laboratorios de Francia (Vivien et al.,
2005), los cuales obtuvieron valores de 14,2% para niveles “normales” y
7,7% para niveles altos de creatinina, utilizando métodos enzimaticos y
cinéticos con instrumentacion automatizada. Aunque en el presente estudio
los laboratorios no utilizaron métodos enzimaticos, los cuales son mas
especificos (Olah et al., 2008), la mayoria empleé métodos cinéticos, por lo
cual se considera una alta dispersion interlaboratorial para los resultados de

creatinina.

Tabla 14. Variabilidad interlaboratorio en la determinacion de

creatinina en suero.

X DE CV (%)
Control “normal” 1,17 0,20 17,03
Control 3,81 0,53 13,95

X - media, DE: desviacion estandar, CV(%): coeficiente de variacion
Asi mismo, en este estudio se obtuvieron valores de CV mayores a los

obtenidos por un PEEC en Argentina, descritos por Gella (1998) y por

Ramirez et al. (2004), con 11,10% y 10,09% de imprecision interlaboratorio,
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respectivamente, para la creatinina sérica.

La alta dispersion indica la necesidad de armonizacion entre los
laboratorios de Cumanda, la cual sb6lo es posible si se mantiene la
participacion en un PEEC (Terrés, 2003, Miller et al, 2005). Ello permitiria al
jefe del laboratorio, con la informacién obtenida de estos programas,
seleccionar y preferir los instrumentos y métodos que respondan

satisfactoriamente al consenso global de los laboratorios.

La alta variabilidad en los valores de creatinina en un mismo
laboratorio y entre los diferentes laboratorios clinicos de Cumana hace
imposible la transferibilidad de los mismos. Esto es importante, tal como lo
refieren Gonzalez (2004) y Terrés (2003), pues la transferibilidad de los
resultados es fundamental, ya sea en un mismo o entre diferentes
laboratorios, independientemente del fabricante, del método o del
instrumento que se utilice y de esta manera satisfacer las necesidades de
relevancia médica. Significa, entonces, que si un mismo paciente acude
varias veces a lo largo del tiempo a un mismo laboratorio, no obtendra
comparabilidad entre sus resultados, ni tampoco para el que acuda a varios

laboratorios, ya sea del mismo centro hospitalario o de la misma region.

La dispersién interlaboratorio observada en la ciudad de Cumana hace
necesaria la estandarizacién en los laboratorios de la region o incluso del
pais, la cual tiene como objetivo primordial procurar que los resultados
procedentes de diferentes laboratorios sean transferibles y se lograra, como
se menciono anteriormente, mediante la promocion del desarrollo y empleo
de patrones y métodos de referencia, asi como de terminologia y unidades
homologadas. Aunque también se debe considerar lo expuesto por Myers et
al. (2006), quienes indican que la estandarizacién no corrige los problemas

de interferencias analiticas, que también, es causa de desviaciones
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sistematica, por lo cual, estos autores recomiendan la evaluacion de
inespecificidad analitica de los métodos de rutina utilizados en los

laboratorios.

Asimismo, Van et al. (2006) y Komenda y Beaulieu (2008), indican la
importancia de implementar programas de evaluacion externa de calidad
(PEEC). En su estudio, el programa redujo el error total promedio de 23,9 a
8,7% vy el error sistematico promedio de 16,5 a 2,7%. Por lo cual, estos
autores aseguran que implementando este programa a largo plazo, podria
reducir en un 84% los errores de terapia en pacientes con enfermedades

cronicas del rinodn.

La grafica de Youden (figura 11) suministra informacion visual del
grado de dispersion de los valores medios de los laboratorios participantes
en la determinacion de creatinina y cuanto se aproxima cada valor a la media
consenso del grupo de laboratorios. En la misma se comparan los resultados
medios de los 15 laboratorios participantes que analizaron las mismas dos
mezclas de control de creatinina (“normal” y “anormal”). Los cuadrantes
superior izquierdo e inferior derecho albergan todos los valores divergentes
(un control da valores mas bajos que la media acumulada y el otro da valores
mas bajos); por otro lado, los cuadrantes superior derecho e inferior izquierdo
albergan los valores consistentes (los dos sueros dan resultados mas altos o
mas bajos que la media acumulada). Segun Youden (1960), se considera,
“‘bueno”, todos los valores que estan dentro de 1DE, lo cual represento el
40,0% de los laboratorios participantes, es decir estan mas proximos a la
media consenso, y presentan menor desviacion sistematica para los dos
sueros controles, asi como poca dispersion interlaboratorio, debido a que sus

valores se encuentran préximos entre si.
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CA

CN

CN (mg/dl): control “normal”, CA: (mg/dl): control “anormal”

Figura 11. Youden por laboratorio para las determinaciones de creatinina.

Los laboratorios J, G, N, A y H, se encuentran entre 1 y 2DE, por lo
cual se consideran “aceptables”. El laboratorio F no se considera “aceptable”
ya que, aunque esté dentro de la zona de 2DE, su valor medio se halla en el
cuadrante divergente. La alta desviacion sistematica de los laboratorios D, K

y L, se refleja en dicha grafica, pues sus valores estan fuera de 2DE.
Los laboratorios D, Ky L presentaron la mayor desviacion sistematica,

comprobandose esto, tanto por los resultados de ES (tablas 12y 13) y DRP

(figura 10), como en la grafica de Youden. Estos laboratorios utilizaron una
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instrumentacion semiautomatizada; sin embargo, no se considera como
causa de la alta desviacion, debido a que los laboratorios C, M y O también
la utilizaron y obtuvieron baja desviacion. Por lo cual, se sugiere la necesidad
de una revisidn metodoldgica, por parte del personal supervisor de dichos
laboratorios, para identificar y corregir la fuente de desviacién, puesto que
esta misma desviacion sistematica estara presente en los resultados de las
muestras de los pacientes, lo cual podria afectar la toma de decisiones

médicas.

La desviacion que presentaron dichos laboratorios podria deberse,
como se menciond anteriormente, a la dificultad de realizar una correcta
calibracion de los instrumentos (Steven et al., 2007). Este tipo de error afecta
poco a la variabilidad de los resultados y sefala la necesidad de recalibrar
los instrumentos. Por otra parte, el peso de la eliminacién de los problemas
de desviacion sistematica, tal como se refiere en Lépez (1994), no debe
descansar unicamente sobre los hombros del responsable del laboratorio,
sino también debe ser compartido por el fabricante y los distribuidores de

equipos y reactivos.

Segun los resultados del error total maximo (ETM), demostrado en la
figura 12, solo el 13,30% y 27,70% de los laboratorios obtuvo exactitud
aceptada para el control “normal” y “anormal”, respectivamente, con valores
menores a 28% de ETM. Este bajo porcentaje de exactitud en los
laboratorios se debid, posiblemente, como se menciond anteriormente, a los
altos niveles de errores aleatorios presente en cada laboratorio. Pues para
que haya exactitud en un resultado, se deben controlar tanto los errores
sistematicos como aleatorios (ISO, 1994). Sin embargo, es notable que la
mayoria de los laboratorios con error sistematico aceptable, arrojaron altos

valores de CV.
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Figura 12. Porcentaje de error total maximo en determinaciones de creatinina

por laboratorio.

Los laboratorios B y F obtuvieron adecuada exactitud para el control
“‘normal”, sin embargo, al observar los valores de CV en estos laboratorios,
sélo el laboratorio B obtuvo alta precisién, pudiendo afirmar que fue el unico
laboratorio que arrojé alta exactitud, con un error total de 12,15%, tomando
en consideracion que un resultado es exacto, si tiene precision y veracidad
aceptable. Este bajo porcentaje de laboratorios con exactitud en los analisis
de creatinina es alarmante, por lo cual se recomienda a los responsables de
laboratorios de la ciudad de Cumana, implementar programas de control de
calidad interno para minimizar la imprecision e inexactitud de los resultados,

particularmente de creatinina. Todo ello, con la finalidad de seguir las
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recomendaciones de organismos internacionales, como los del NKDEP, con
el propodsito disminuir el error en los valores del grado de filtracion renal
(GFR), el cual es el mejor indicador de la funcion renal y, por ende, disminuir
los errores en el diagndstico, control y tratamiento de los pacientes con

enfermedad renal.

Por otra parte, la evaluacion simultanea de la variabilidad biolégica y
de la analitica, ademas de la precision y de la exactitud, permitira lograr la
cuantificacion del error total, de manera simple y confiable (Terrés, 2006).
Por lo tanto, vale la pena destacar que, en la mayoria de los laboratorios
clinicos, se manejan de forma rutinaria los limites de referencia y se
cuantifican los coeficientes de variacién analiticos; sin embargo, raramente
se correlacionan estos datos, ya que son muy pocos los que cuantifican el
coeficiente de variacién bioldgico y el coeficiente de variacion relativo, por lo
que se ven imposibilitados para integrar todo el control de calidad, medir el

error total y, de esta manera, conocer su nivel de incertidumbre.

Asimismo, es imprescindible avanzar en la estandarizacion de los
métodos de medida de creatinina a la vez que mejorar su precision y
exactitud, para poder aplicar criterios de decision clinica universales vy
disminuir la incertidumbre de los valores de GFR. Las soluciones a los
problemas actuales en la evaluacion de la funcion renal incluyen el desarrollo
de nuevas ecuaciones de estimacion del FG con mayor exactitud
diagnostica, obtenidas a partir de métodos estandarizados de creatinina y/u

otras magnitudes bioldgicas.
Es considerable sefnalar la importancia que tiene para los laboratorios

de Cumana la implementacion de normas de funcionamiento, como la norma
COVENIN ISO 15189: 2004 ” Laboratorios clinicos. Requisitos particulares
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para la calidad y competencia”, la cual abarca todo el proceso analitico,
desde la etapa pre hasta la post analitica, dando importancia, entre otros, a
la participacion en EEC, evaluacidén de la variabilidad bioldgica y analitica,
ademas de la trazabilidad, la validacién de los métodos analiticos y la
medicion de la incertidumbre de los resultados, para poder demostrar la
relevancia médica de los mismos (FECOBIOBE, 2005). Todo esto permitira a
los laboratorios ser competitivos y rentables en el tiempo con un sistema de

Gestion de calidad adecuado.

Es claro que el laboratorio clinico es un subsistema inmerso en el
sistema de salud y juega un papel de suma importancia en la medicina, no
solo en el establecimiento del diagndstico, sino en el prondstico y vigilancia
del tratamiento, influyendo también, de manera significativa, en la salud
publica y la medicina preventiva. Es indudable que la importancia y el
impacto del laboratorio seguira creciendo conforme al desarrollo cientifico y
tecnolégico, generando multiples retos que deberemos afrontar, no sélo
desde la dimension tecnologica y la perspectiva econoémica, sino, sobre todo,
desde el punto de vista humano, en el cual la capacitacion continua, la
asesoria y la asistencia técnica juegan un papel fundamental en la mejora

continua de la calidad.
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CONCLUSIONES

El método modificado de Jaffé para determinacion directa de
creatinina en suero presenta precision a concentraciones “normales” y
“anormales” de creatinina con un limite de cuantificacion y linealidad desde
0,3 mg/dl hasta 18 mg /dl. Ademas, presenta veracidad a las
concentraciones estudiadas y es trazable al MRC del NIST. Por tanto, puede
ser empleado con confiabilidad a niveles bajos, dentro y superior al rango de

referencia de este analito.

El componente de incertidumbre correspondiente a la variabilidad
premetrolégica no es despreciable, a pesar de que todos los procesos que
forman parte de esta fase estén aparentemente bien normalizados

La varianza correspondiente a la imprecision del procedimiento
tiene un comportamiento heterocédastico, aumentando su valor a medida
que aumenta la concentracion de creatinina. Este hecho se debe tener en
cuenta cuando se estima la incertidumbre metrologica de un procedimiento a

diversas concentraciones del componente.

El método estudiado cumple con los requerimientos de las
organizaciones internacionales de enfermedades renales, siempre que en el

laboratorio se esté en condiciones de garantia de calidad.

Los laboratorios clinicos participantes de Cumana deben mejorar su
desempeino analitico en la determinacion de creatinina, pues la precision
intra e interlaboratorio y la veracidad fue baja en la mayoria de los

participantes, debido a la falta de implementacion de programas de control
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de calidad interno y externo. Por lo que no se recomienda la transferibilidad

de resultados para este analito entre el grupo de laboratorios.
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