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EPIGRAFE:

La calidad no es un acto es un habito.

ARISTOTELES



RESUMEN

Objetivo: Determinar si existe precision en la prueba de antigeno de superficie de
hepatitis B (HBsAg) en la plataforma tecnolégica Maglumi 800 Snibe mediante el
protocolo de evaluacién de CLSI EP15-A3 en el servicio de Medicina Transfusional y
Banco de Sangre.

Metodologia: El estudio es descriptivo, prospectivo de corte transversal. Se analiz6
dos muestras de HBsAg por quintuplicado durante cinco dias (25 muestras control
reactivo y 25 muestras de pacientes de decisién clinica) de diferentes niveles de
concentracion, segun protocolo de la guia CLSI EP15-A3 en el servicio de Medicina
Transfusional y Banco de Sangre del Centro Médico Naval.

Resultados: Se obtuvieron para el nivel 1 de HBsAg, la varianza intra corrida (0.03955)
y la varianza entre corridas (0.064972), para precision en condiciones de repetibilidad
se obtuvieron el desvi6o estandar (0.198872), el desvido estandar entre corridas
(0.254896) y el coeficiente de variacion (16.31%). Luego, se calculd la precision
intralabotratorio siendo para la deviacién estdndar (0.323298) y el coeficiente de
variacion (26.52%). La precision en condiciones de repetibilidad e intralaboratorio
demostro que el coeficiente de variacion (16.31% y 26.52%, respectivamente) es mayor
a las especificaciones del fabricante. Se obtuvieron para el nivel 2 de HBsAg, la
varianza intra corrida (166.609) y la varianza entre corridas (1146.720), para precision
en condiciones de repetibilidad se obtuvieron el desvié estandar (12.90771), el desvio
estandar entre corridas (33.86325) y el coeficiente de variacion (3.92%). Luego, se
calculo la precision intralabotratorio siendo para la deviacién estandar (36.23988) vy el
coeficiente de variacion (11.00%). La precision en condiciones de repetibilidad e
intralaboratorio demostr6 que el coeficiente de variacion (3.92% y 11.00%,
respectivamente) es menor para repetibilidad y mayor para precision intralaboratorio
segun las especificaciones del fabricante.

Conclusiones: La verificacion de la precision en la prueba de antigeno de superficie
de hepatitis B (HBsAg) fue aceptable para precision de repetibilidad en el nivel 2 y no
aceptable para precision de reptibilidad e intralaboratorio en el nivel 1; y para precision
intralaboratorio en el nivel 2 de acuerdo a las especificaciones declaradas por el
fabricante, por lo tanto estos resultados pueden verse afectados por multiples factores
como el manejo de varios operadores en la corrida de los controles internos.

Palabras Clave: Precision, Precision de repetibilidad, precision intralaboratorio, control
de calidad interno.



ABSTRACT

Objective: Determine if there is precision in the test for hepatitis B surface antigen
(HBsAg) in the technological platform Maglumi 800 Snibe through the Protocol of
evaluation of CLSI EP15-A3 in the service of Transfusion Medicine and Blood Bank.

Methodology: The study is descriptive, prospective and cross cut. Were analyzed two
samples of HBsAg by quintupled during five days (25 reactive control samples and 25
samples from patients in clinical decision) of different levels of concentration, according
to of CLSI guide protocol EP15-A3 in the service of Transfusion Medicine and Blood
Bank of the Naval Medical Center.

Results: Were obtained for the level 1 of HBsAg the variance intra corrida (0.03955)
and the variance between repetitions (0.064972), for precision from repeatability
conditions were obtained the standard deviation (0.198872), the standard deviation
between repetitions (0.254896) and the coefficient of variation (16.31%). Then,
calculated the accuracy intralabotratory being for the standard deviation (0.323298) and
the coefficient of variation (26.52%). The precision in conditions of repeatability and
intralaboratory showed that the coefficient of variation (16.31% and 26.52%,
respectively) is greater than the manufacturer's specifications. Were obtained for the
Level 2 of HBsAg the variance intra corrida (166,609) and the variance between
repetitions (1146.720), for precision repeatability conditions were obtained the standard
deviation (12.90771), the standard deviation between repetitions (33.86325) and the
coefficient of variation (3.92%). Then, calculated the accuracy intralabotratory being for
the standard deviation (36.23988) and the coefficient of variation (11.00%). The
precision in conditions of repeatability and intralaboratory showed that the coefficient of
variation (3.92% and 11.00%, respectively) is lower for repeatability intralaboratory
precision and higher according to the manufacturer's specifications.

Conclusions: The verification of the accuracy in the test for hepatitis B surface antigen
(HBsAg) was acceptable for precision of repeatability in level 2 and not acceptable for
precision repeatability and intralaboratory at level 1; and for precision intralaboratory in
level 2 according to the specifications declared by the manufacturer; therefore these
results may be affected by multiple factors such as the management of several
operators in the running of the internal controls.

Key Words: Precision, Accuracy of repeatability, precision intralaboratory, internal
quality control.
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INTRODUCCION

El tema de calidad en los servicios de salud, se encuentra orientada a cumplir con los
requisitos de un servicio para satisfacer las necesidades preestablecidas (necesidades
de los usuarios y personas que brindan los servicios) y preservar la seguridad del

paciente.

El proceso de verificacion y validacion tiene como requisito alcanzar un método de
calidad a través de requerimientos internacionales y organismos de acreditacion para
mejorar los servicios del laboratorio. Los procedimientos de control de calidad que se
realizan en el laboratorio clinico y bancos de sangre son importantes para emitir
resultados confiables del tamizaje serologico. Estos resultados son utilizados
clinicamente en el diagnéstico, tratamiento, prondstico y deteccion de cambios

metabolicos.

Po ello, es de interés el desarrollo de protocolos estdndares internacionales segun
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) como la guia EP15-A3 para la

recoleccion de datos, procesamiento e interpretacion de resultados.

Es importante el control de calidad, para establecer parametros de desempefio en la
probabilidad de falsos positivos y negativos, sensibilidad y especificidad, limite de
deteccidn, limite de corte (cut-off) y reducir el nivel de incertidumbre o region de error

en el laboratorio del servicio de medicina transfusional.

En este trabajo de investigacion se aplic6 como variable la precision en la prueba de
antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAQ) en la plataforma tecnolégica Maglumi

800 mediante el protocolo de evaluacion de CLSI EP15-A3, el cual, permitio evaluar,

12



establecer y precisar la verificacidon de la precision en condiciones de precisién de
repetibilidad, en condiciones de precision intermedia o precision intralaboratorio y la

verificacion para el cumplimiento de la precision segun parametros del fabricante.

El uso de procedimientos de medida para la verificacion de la precision en el equipo
Maglumi 800 del servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre es fundamental
para reducir la imprecision y el sesgo; y corroborar que el desempefio declarado por el
fabricante cumpla con los requisitos de la calidad, con el Unico fin de asegurar la

calidad analitica de los resultados y proteger la salud del paciente.

13



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento de problema

En pleno siglo XXI, es inherente el control de calidad para una mejora en los
servicios de salud, asi como su cumplimiento de requerimientos internacionales
de calidad y organismos de acreditacidon. Los procedimientos de control de calidad
aseguran resultados confiables emitidos por los laboratorios clinicos y bancos de
sangre responsables del tamizaje seroldgico; estos adoptan un sistema de gestion
de calidad de dos tipos de control; control de calidad interno (CCl) y control de

calidad externo (CCE) (1).

Son pocos los laboratorios clinicos, bancos de sangre que realizan la validacién y
verificacion como es la precision, para el procedimiento de diferentes pruebas; y
esto significa un riesgo de no identificar el screening o tamizaje de la prueba, y
poder aplicar controles de calidad para prevenir falsos positivos y negativos, limite
de corte (cut-off) y reducir el nivel de incertidumbre. Por ello, el control de calidad
se puede expresar en términos de imprecision o error aleatorio, de tal manera no
se puede establecer confiabilidad y exactitud en el procedimiento de tamizaje

seroldgico (2).

El desarrollo de protocolos estandares internacionales segun Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) como la guia EP15-A3 ha contribuido y
colaborado en la recoleccion de datos sobre parametros de desempefio a evaluar,
procesamiento e interpretacién de los resultados. La legislacion estadounidense

14



indica que los laboratorios deben verificar las especificaciones de desempefo
declaradas por el fabricante en los insertos para un buen resultado después de
cada prueba nueva que se realiza. La norma técnica NT 072 (aceptada por
resolucién Ministerial N° 627-2008/ MINSA) establece los mecanismos de control
de calidad de manera obligatoria para mejorar la atencién asistencial. En el 2015
se publicé un estudio del servicio de laboratorio clinico del Hospital Carlos Durand
(Argentina) referente a la verificacion de un contador hematolégico de acuerdo a

las especificaciones del fabricante y requisitos de calidad (3,4).

Otro procedimiento de medida importante para que el laboratorio evalué diferentes
pardmetros como la precision, exactitud, veracidad y linealidad; con el propdsito
de evidenciar las caracteristicas de desempefio del método de verificacion es la
norma técnica ISO/IEC 17025 desarrollada por la ISO (Organizacion internacional

de Normalizacion) (5,6).

Otro estudio publicado en el afio 2012 realizado en el Centro de Investigacion de
Bioquimica y Nutricion, Facultad de Medicina, UNMSM y en diferentes
laboratorios clinicos de Lima Metropolitana se utilizé la norma técnica NT072
para evaluar la precision en la determinacién de glucosa, colesterol total y

triglicéridos (7).

En la actualidad, en nuestro medio estos protocolos para verificacion del
desempeiio de los métodos usados en los laboratorios son incipientes, lo cual

dejaria sesgos en el proceso de control de calidad realizado.

15



1.2. Formulacién del problema

1.2.1.

1.2.2.

Problema General

¢ Existe precision en la prueba de antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg) en la plataforma tecnologica Maglumi 800 snibe mediante el
protocolo de evaluacion de CLSI EP15-A3 “Verificacion por parte del
usuario de las especificaciones de desempefio de precisién y estimacion
del sesgo”, en el servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre

del hospital Centro Medico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara?

Problemas Especificos

e (Es aceptable la verificacion de la precisibn segin condiciones de

precision de repetibilidad?

e (Es aceptable la verificacion de la precisiébn segun condiciones de

precision intermedia o precision intralaboratorio?

e (Es aceptable la verificacion para el cumplimiento de la precision

segun parametros del fabricante?

16



1.3. Objetivos

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo General

Determinar si existe precisién en la prueba de antigeno de superficie de
hepatitis B (HBsAg) en la plataforma tecnolégica Maglumi 800 snibe
mediante el protocolo de evaluacion de CLSI EP15-A3 “Verificacion por
parte del usuario de las especificaciones de desempefio de precision y
estimacion del sesgo”, en el servicio de Medicina Transfusional y Banco
de Sangre del hospital Centro Medico Naval Cirujano Mayor Santiago

Tavara.

Objetivos Especificos

e Evaluar si es aceptable la verificacion de la precision en condiciones
de precision de repetibilidad.

e Establecer si es aceptable la verificacion de la precisidbn en
condiciones de precision intermedia o precision intralaboratorio.

e Precisar si es aceptable la verificacion para el cumplimiento de la

precision segun parametros del fabricante.

17



1.4.

1.5.

Hipotesis

Por las caracteristicas del presente estudio no se requieren la presentacion de

hipétesis.

Justificacion

Los procesos de verificacion de métodos y el control de calidad interno son de
gran significancia para la etapa analitica, ya que disminuye las calibraciones
segun resultados obtenidos y obtiene manejo total del desempefio de los métodos
analiticos, se realiza mediante el desarrollo de protocolos estandares
internacionales como la EP15-A3 de la CLSI o normas técnicas NT 072
(aceptada por resolucién Ministerial N° 627-2008/ MINSA) usadas en ensayos; ya

gue adquirir el mejor producto no garantiza necesariamente el éxito.

En nuestro medios estos procesos de calidad en laboratorios clinicos no se
evidencian por mudltiples factores tal vez por los costos elevados o por la
envergadura del establecimiento. Los protocolos de verificacion deben seguir un
orden de pardmetros como precision, veracidad y linealidad para los reactivos y
células utilizados en cada prueba, asi como aceptacion y rechazo de los

resultados.

En la actualidad, ante la falta de implementacion del procedimiento de control de
calidad en los laboratorios clinicos y bancos de sangre, la validacion y verificacion

de la precision para la determinacion de la prueba de HBsAg de la presente

18



investigacion, sirve como guia para el cumplimiento de las normativas del control

de calidad.

Con la aplicacion de los procedimientos de control de calidad en el banco de
sangre, este trabajo pretende demostrar la importancia de realizar la precision en
dos condiciones, precision de repetibilidad y precision intermedia o intralaboratorio

con el fin de dar seguridad al paciente.

19



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas

ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE RESULTADOS EN EL SERVICIO DE

MEDICINA TRANSFUSIONAL

El aseguramiento de la calidad est4 orientada en el laboratorio del servicio de
medicina transfusional a cumplir con los requisitos de los analisis realizadas bajo
condiciones adecuadas. Segun la ISO 15189 se define al aseguramiento, como
un medio mediante el cual un organismo autorizado debe de asegurar la calidad
bajo condiciones definidas, la cual debe de implementar procesos de pre-analisis

y post analisis apropiados para la emision de resultados (8,9).

La calidad analitica del laboratorio clinico garantiza la relevancia médica y disefia
procedimientos de control de calidad que monitorizan los resultados de la prueba,

determina la incertidumbre y asegura la trazabilidad de los resultados (10).

Los objetivos de la calidad representan requisitos que deben ser alcanzados para
satisfacer las necesidades del usuario (médico - paciente). La norma ISO 9001
reconoce la importancia de los objetivos o requisitos para las necesidades clinicas
del paciente. La planificacion de la calidad permite establecer y validar procesos
para satisfacer las necesidades del cliente, asi como la seleccion y validacion de
nuevos procedimientos e instrumentos. Tanto los objetivos de la calidad y la

planificacion de la calidad son esenciales para comprender la importancia del

20



aseguramiento de la calidad, sin embargo, en ocasiones estos dos componentes

no se encuentran o no estan desarrollados en los laboratorios (11,12).

El aseguramiento de la calidad, garantiza la seleccion de materiales control
estables en concentraciones apropiadas la cual deben de ser analizadas en un
periodo de tiempo adecuado y asegurar la variacion; y la estimacion de resultados
calculando la media y la desviacion estandar seleccionando las reglas y limites
de control correctas para disminuir los errores y brindar seguridad al médico en la
toma de decisién de resultado hacia el paciente. La norma ISO 15189 tienen
varios requisitos técnicos dentro los cuales la verificacion y las validaciones
analiticas se toman en mayor consideracion, en los procesos de pre-analisis y

procesos de analisis (12,13).

EVALUACION DEL DESEMPENO DE METODOS EN EL SERVICIO DE

MEDICINA TRANSFUSIONAL

Es importante que el laboratorio clinico determine la evaluacion de los métodos
entre los términos de validacién y verificacion; y seleccione aquel término que se
adecue a las necesidades y recursos. La validacién se define como la verificacion
de que los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto y la
verificacion se define como la aportacion de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los requisitos especificados. La diferencia de validacion y
verificacion refiere a que la validacion evalia el desempefio analitico y la

verificacion confirma su capacidad para aplicar el método. La realizacion de las
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actividades de validacion y verificacion de las pruebas de examen son importantes
para generar resultados confiables requeridas por el médico y dar tratamiento al
paciente. Sin embargo, la verificacion del desempefio del método segun la norma
ISO/IEC 17025 define que el laboratorio debe confirmar que puede utilizar los
métodos normalizados antes de introducir los ensayos y calibraciones, también es
necesaria cuando hay cambios como el uso de un equipo nuevo, traslado del
equipo y cuando se desea comparar el desempefio entre diferentes técnicas

analiticas (5,6).

ESTUDIO DE LA VERIFICACION DE LA PRECISION (CALIFICACION Y

MANTENIMIENTO DEL INSTRUMENTO)

Periodo de familiarizacion

Después que la plataforma analitica ha sido correctamente instalada e
inspeccionada por el fabricante (0 su representada) es importante que el
personal del laboratorio se familiarice con su operacién, procedimientos de
mantenimiento, métodos para la preparacion de muestras, calibracion y control
de las funciones. El tiempo de este periodo dependera de la complejidad del

equipo (14).

Formacion del operador: Los fabricantes o vendedores brindan y proporcionan
al personal del laboratorio esta formacién o entrenamiento para asegurar que
sea efectivo en el manejo de las operaciones del equipo, procedimientos de

mantenimiento, preparacion de muestras, calibracion y monitoreo. Los posibles
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problemas tales como los indicadores de error, correccion de errores de
calibracién que surgen durante la operacion deben de ser monitoreadas y es

fundamental asegurar que el entrenamiento ha sido efectivo (14).

Procedimientos de control de calidad: En el laboratorio clinico se
implementa el control de calidad interno para verificar si el equipo esta
trabajando de manera estable y por lo tanto pueda emitir resultados confiables

(14).

Documentacion de los estudios: Garantizar la trazabilidad de los datos,
andlisis y conclusiones de la prueba experimental junto con las observaciones,

interpretaciones y resolucion de problemas (14).

ERRORES EN EL LABORATORIO CLINICO

Error sistematico: Es un error que se presenta en resultados analiticos, se
relaciona con la veracidad de procedimiento de medida provocando resultados
con un sesgo en un solo sentido o en una sola direccion. La veracidad se define
como la proximidad entre la media de un numero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia. El sesgo o bias es un valor estimado de un
error sistematico. Es la diferencia del valor obtenido frente al valor referencial y se

expresa en porcentaje (15).

Error aleatorio: Es un error que se presenta en la precision de resultados

analiticos, se relaciona con la precision de medida provocando resultados
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positivos 0 negativos, son imprescindibles en su magnitud de medida.
Representan contrariedad entre mediciones repetidas y afectan a la
reproducibilidad. Precisiébn de medida se define como la proximidad de un valor de
medida obtenida en mediciones repetidas de una misma muestra, bajo

condiciones especificadas (26).

Error total maximo: Es un procedimiento analitico que se considera como la

suma del error sistematico y el otro aleatorio (15).

LA EVALUACION DEL DESEMPENO DE LOS METODOS DE ENSAYO

Para demostrar la verificacion de los procedimientos de medida requeridos y
evidenciar si el método escogido cumple con las caracteristicas de desempefio en
las condiciones de laboratorio. Segun la guia para la validacion de métodos del
centro nacional de metrologia mexicana debe incluir los parametros siguientes:

e Precision

e Veracidad

e Exactitud

e Linealidad

e Precision
La precision es una magnitud del conjunto de valores obtenidos de
mediciones repetidas frente a un grupo de datos. Se expresa

numéricamente mediante medidas de dispersion tales como desviacion
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estdndar (DS) y coeficiente de variacion (CV). Los procesos
procedimentales se observan en dos condiciones, la precision intermedia y
la precision de repetibilidad. La precision intermedia es la dispersion de una
serie de medidas al analizar una misma muestra en un mismo laboratorio
sobre un periodo de tiempo. La precision de repetibilidad o precision
intracorrida es la dispersibn de una serie de medidas analizadas o

desarrolladas dentro de una misma corrida (2).

Veracidad
Es el grado de proximidad entre la media aritmética obtenido de una
distribucion de resultados y valor verdadero de una muestra. La veracidad

se la estima mediante la media y el sesgo analitico (15).

Exactitud
La exactitud medida se interpreta como la proximidad entre un valor

medido y un valor verdadero de una muestra (4).

Linealidad

Es importante evaluar dentro de un intervalo dado resultados maximos y
minimos que sean directamente proporcionales a la concentracion de la
muestra. Involucra una serie de muestras de concentracion conocida o

dilucion conocida de muestras concentradas en el que la respuesta es una
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funcién lineal de la concentracién, la linealidad se obtiene al trazar una

recta para exhibir una buena correlacién de los puntos (4,15).

CONTROL DE CALIDAD ANALITICA

El objetivo fundamental del control de calidad en el laboratorio clinico garantiza
que el personal capacitado ofrezca relevancia médica a través de analisis que
permita el diagnéstico de enfermedades y tamizaje seroldgico, es importante que
los métodos cualitativos (tamizaje) sean veraces y precisos para identificar las
muestras reactivas y falsas reactivas. Debe disefiar una implementacion de
procedimientos de control de calidad adecuada para asegurar la calidad de
obtencion de resultados. El control de calidad tiene una estrategia de planificacion
sobre un analito para conocer su desempefio obtenido mediante la validacion de

precision y veracidad (16).

Los materiales de control con larga estabilidad deben asegurar que el sistema
analitico esta trabajando de manera estable antes de proceder con el
procesamiento de las muestras, por lo tanto es fundamental implementar las
muestras de control cuya forma sea lo mas parecida posible a la muestras de
pacientes e independiente del fabricante para poder verificar que se esta
trabajando de manera estable. Se deben examinar de manera periddica en
diferentes dias, si se observa un resultado fuera del rango del conjunto de valores
el personal capacitado debe aplicar criterio de aceptacibn o rechazo. Se

recomienda utilizar 2 tipos de material control, uno de ellos con una con una
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concentracion dentro y cercano de la decisiébn clinica, el otro con una

concentracion normal (17).

Dentro de un sistema de gestion de calidad se adoptan dos tipos de control:
control de calidad interno (CCI) y control de calidad externo (CCE). El CCI es el
intervalo de tiempo de una serie de mediciones, el cual corresponde al uso diario
de sueros de baja reactividad introducidas en la corrida para monitorear las
pruebas realizadas en los laboratorios que realizan el tamizaje serologico de
donantes de sangre y validan las corridas analiticas. El numero, la frecuencia y
los niveles de los controles dependeran del numero y de la magnitud de la ronda
analitica. El CCE es el programa de evaluacion externa de la calidad o un
programa de ensayos de aptitud, sirve para verificar la calidad de los andlisis e
interpretaciones de los resultados emitidos por un laboratorio. La participacién de
los PEEC es importante en la implementacion para mejorar los criterios de
desempefio. Las muestras de suero elegidos por los laboratorios con relevancia
clinica son paneles ciegos similares a las muestras de pacientes, usados para

evaluar el desempefio del tamizaje serolégico en donantes de sangre (18).

CARACTERISTICAS DEL EQUIPO Y REACTIVOS DE LA PLATAFORMA

TECNOLOGICA MAGLUMI 800 SNIBE

La plataforma tecnoldgica Maglumi 800 Snibe es un equipo de inmunoanalisis de
quimioluminiscencia que emplea un brazo oscilante que reduce significativamente

las dimensiones y peso del instrumento alcanzando un rendimiento de 180
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pruebas por hora. La operacién del equipo Maglumi 800 permite cargar hasta 40
tubos de muestras durante el proceso de analisis, se pueden cargar mas cubetas
de forma continuada, las muestras son reconocidas por un lector de cédigo de
barras o analizador automético numerado. El tiempo hasta el primer resultado es

de 17 minutos (19,20).

Los reactivos que se emplea son el Flash chemiluminescenc label (ABEI), el cual
es un marcador derivado de isoluminol con alta sensibilidad y larga estabilidad en
soluciones acidas y alcalinas. El Fluorescein isothiocyanate (FITC) es un derivado
de la fluoresceina que esta unido a un anticuerpo o antigeno, es usado como
puente para conectar el ABEIl y las microparticulas magnéticas durante las
inmunorreacciones. Cada reactivo emplea una etiqueta RFID para lectura. Los
kits de reactivos poseen un rotor para homogenizar de forma automatica la
suspension de microparticulas magnéticas, cubiertas por una capa de polimero
organico la cual mejoran la sensibilidad y estabilidad del ensayo. Tanto la zona de
reactivos como la de muestras se encuentran refrigeradas para aumentar la
estabilidad. Otra caracteristica es la deteccion de coagulos, deteccion de nivel de
liquido de reactivos e incubacion constante a una temperatura de 37 °C. Posee
un sistema de operaciéon Windows 7 y pantalla tactil a color disefiado para un uso

intuitivo y se encuentra traducido en distintos idiomas (20).
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METODOLOGIA DE LA PLATAFORMA TECNOLOGICA MAGLUMI 800 SNIBE

(QUIMIOLUMINISCENCIA)

La luminiscencia se define como la emision de luz de energia producida por una
sustancia electronicamente excitada por el calor. Los tipos de luminiscencia son
de tres tipos fundamentales y se distinguen por el mecanismo que causa:
fotoluminiscencia, bioluminiscencia y quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia
se define como la emisién de energia luminosa producida por una reaccion
guimica que implica generalmente un sustrato o agente quimioluminiscente, un
oxidante y un producto que es la molécula en estado electronicamente excitado,
gue al pasar al estado fundamental emite un foton. Son de tipo oxidativo y sus
ventajas incluyen sensibilidad (limite de deteccibn de moles, nanogramos y
picogramos) y velocidad (sefial generada en unos pocos segundos). Los
compuestos luminiscentes como el luminol, la cual es una sustancia
guimioluminiscente que se oxida por una reaccion quimica dando un producto
gue emite luz y el éster de acridina o acridinio sufre una reaccion de oxidacion
dando lugar a un producto en estado excitado que emite luz. En el ensayo CLIA el
método que se utiliza para la prueba de antigeno de superficie de hepatitis B

(HBsAQ) es de tipo de sandwich (21,22).

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES PARA VALIDACION DE METODOS

Para validar la precision en métodos cualitativos, es fundamental el disefio

experimental y el analisis de resultados estadisticamente validos de acuerdos a
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protocolos reconocidos internacionalmente, que permitan llevar a cabo la
condicién de aceptacion por el personal capacitado. Para identificar la precision
en los procedimientos analiticos se deben realizar mediciones repetidas y analisis
estadisticos como el calculo de la media (X), la desviacion estandar (DE), la
desviacion estandar relativa (DER), el coeficiente de variacion (CV) y la varianza
(s2). De acuerdo al método cualitativo se puede utilizar protocolos reconocidos
internacionalmente como la CLSI EP15 A3 para demostrar la validacion y

verificacion de procedimientos de medida para este estudio (14).

GUIA PARA LA VALIDACION Y VERIFICACION DE METODOS:
“VERIFICACION POR PARTE DEL USUARIO DE LAS ESPECIFICACIONES

DE DESEMPENO DE PRECISION Y ESTIMACION DEL SESGO” (EP15 - A3)

Esta guia fue disefiada como un protocolo para verificar las especificaciones de
desempefio declaradas por el fabricante para precision en condiciones de
repetibilidad y en condiciones de precision intermedia y para evaluar la veracidad
relacionada a un estandar aceptada. El protocolo EP15- A3 para la verificacion de
la precision y la demostracion de veracidad implica procesar cada muestra por
guintuplicado durante cinco dias. Con una planificacion y eleccion adecuada de
las muestras, el trabajo se puede completar en una sola semana. Si las muestras
con conocidas concentraciones se utilizan para el experimento de precision, los
resultados de un solo experimento pueden ser analizados para el sesgo (una
medida de la veracidad). Antes de comenzar con el procedimiento analitico

especifico para medir la concentracion de un analito y evaluar el rendimiento, el
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laboratorio debe establecer las especificaciones basados en las necesidades de

los pacientes (14).

2.2. Antecedentes

2.2.1.

Antecedentes internacionales

Cruz S, Bozo M, Molero T, Gobmez M, Zambrano M, Panunzio A.,
desarrollaron un estudio de titulo, Desempefio analitico en la
determinacion de colesterol y triglicéridos en laboratorios clinicos de la
ciudad de Maracaibo, Venezuela. En los servicios de 13 laboratorios
clinicos de la ciudad de Maracaibo en Venezuela se realiz6 un estudio
publicado en el afio 2014 para evaluar el desempefio de la determinacién
de colesterol total (CT) vy triglicéridos (TG), sobre la aplicacion del PEEC
se utilizaron condiciones de precision intralaboratorio y  precision
interlaboratorio mediante el coeficiente de variacion (CV) y exactitud por el
calculo del desvio relativo porcentual (DRP), se dispuso de 6 controles
normales y 6 controles anormales, para lograr identificar la meta analitica
establecida, por el mayor porcentaje de laboratorios para colesterol total y
triglicéridos para garantizar la calidad de los resultados y seguridad de los
pacientes, fue aplicado la valoracion interlaboratorio por Aspen y para la
intralaboratorio criterios de Six sigma. En la precision interlaboratorio el

CV obtenido fue de 7,88% y 9,35% para CT y TG respectivamente, e
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intralaboratorio el CV para CT fue de 4,87% y para TG 5,84%. De los
laboratorios evaluados solo el 15,38% para CT y el 46,15% para TG
alcanzaron precision intralaboratorio. El porcentaje de laboratorios con

DRP aceptables en CT fue 73,08% y para TG 92,11% (23).

Hernandez Almaguer M. et. al., desarrollaron un estudio de titulo,
Evaluacion externa de la calidad en la descentralizacion de VIH, publicada
en el afio 2015 que se dio lugar en los Centros provinciales de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) en el programa de evaluacion
externa de la calidad (PEEC) de Cuba, detalla que se utlizaron 5
paneles de 7 muestras cada una, preparadas por muestras de sueros
positivos y negativos; y alicuotados en tubos. La evaluacion se realizdé por
medio del indice de calidad para detectar la positividad, negatividad,
falsos positivos y negativos. La precision se determin6 en condiciones de
precision intralaboratorio (intermedia) y en condiciones de precision
interlaboratorio (reproducibilidad) para evaluar el desempefio de los
laboratorios que asumiran la tarea del proceso confirmatorio y pesquisaje
de resultados reactivos de la infeccion por el HIV. La precision
intralaboratorio calculo el CV de los resultados de una muestra (20
réplicas) en una misma corrida y la precision interlaboratorio calculo el CV
de una muestra (20 réplicas) en corridas diferentes. De todos los paneles
analizados la precision intralaboratorio tuvo resultados variados. Los

laboratorios C y G presentaron escasa participacion y ambos tuvieron
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resultados por encima del valor maximo permisible de 40 % en cuanto a la
precision interlaboratorio el valor permisible es del 20 %. Resulto util para
determinar posibles errores y lograr resultados confiables en el

diagnostico confirmatorio de HIV (24).

Pares J, Borda N, Santiago SD, Benito C, Aranda C. desarrollaron una
investigacion de titulo, Evaluacién de los pardmetros de desempefio de un
contador hematoldgico. En Argentina se realizé un estudio en el servicio
de laboratorio clinico del Hospital Carlos Durand publicado en el afio
2015, referente a la verificacion de un contador hematolégico de acuerdo
a las especificaciones del fabricante y requisitos de calidad, se utilizaron
muestras manuales y automatizadas evaluando en cada uno el porcentaje
de arrastre, precision en condiciones de repetibilidad, precisiébn en
condiciones de precision intermedia y veracidad, segun la guia EP15 A2
usando controles BIO RAD, intervalo de medicién, limite de cuantificacién
e intervalos de referencia segun protocolos establecidos respectivamente
para determinar el desempefio analitico aceptable y generar resultados
confiables y oportunos para la salud del paciente. Se analizé el recuento
de leucocitos, eritrocitos, plaquetas y dosaje de hemoglobina segun la
precision en condiciones de repetibilidad en una misma muestra por
triplicado durante 5 dias, la precision en condicion de precision intermedia
se determind por desviacion estandar (Sr) y coeficiente de variacion

intermedia (CVi) siendo aceptados en todos los niveles de control segun
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pardmetros establecidos, y para veracidad solo a excepcién del control 2.

Para todos los demés parametros tuvieron resultados aceptables (3).

El estudio realizado por Ruiz Sanipatin LD. de titulo, Método enzimético
para la determinacion cuantitativa de glucosa hexoquinasa en suero en el
laboratorio clinico del centro de atencion ambulatoria central del instituto
ecuatoriano de seguridad social, en el afio 2016, en los laboratorios
Dispensario Central IESS y Dispensario IESS Chimbacalle en Quito, se
aplic6 parametros de desempefio tales como linealidad, precision,
veracidad e incertidumbre segun protocolo de la guia EMA para verificar
la determinacién del método enzimético para la deteccidén cuantitativa de
glucosa hexoquinasa en suero, se utilizaron muestras control normal y
patoldgico; y pool de sueros que se analizaron para precision intracorrida
e interdia respectivamente. Los resultados obtenidos se calcularon para la
media, desviacion estandar y el coeficiente de variacion, cuya muestra
control normal de rango de referencia (90.3 a 125 mg/dl) siendo los
valores menores a los del fabricante, repetibilidad C.V <1% y la
reproducibilidad C.V < 1.30%. Muestra patologica de rango de referencia
(186 a 258 mg/dl) siendo los valores menores a los del fabricante,
repetibilidad C.V <0.9 % y la reproducibilidad C.V < 1.10%. La veracidad
tiene el porcentaje de error 2.66 y porcentaje de recuperacion 97.41

siendo resultados de la incertidumbre confiable (25).
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Los autores Blanco Rivero MC, Medrano G, Garcia M, Capriotti G,
Torruella M. elaboraron una investigacion de titulo, Evaluacion de un
nuevo inmunoensayo para detectar anticuerpos contra el virus de la
hepatitis C. En el servicio de laboratorio clinico Wiener-lab de Argentina
se realiz6 un estudio para evaluar el desempefio de un nuevo
inmunoensayo (equipo) de tercera generacion (ELISA 32 generacion) para
la deteccion de anticuerpos contra el virus de la Hepatitis C publicado en
el afio 2008; se usaron dos muestras de control comerciales por
duplicado durante veinte dias con dos niveles de concentracion diferentes
(control positivo y control negativo) segun protocolo de la guia CLSI EP5
A, se evaluaron la sensibilidad, especificidad y precisién en condiciones
de repetibilidad (intraensayo) e intralaboratorio (interensayo). Detalla que
se utilizaron 5 paneles de seroconversion, 8 paneles de desempefio,1l
panel de sensibilidad para diferentes genotipos de HCV, 23 muestras de
pacientes infectados con diferentes genotipos de HCV, 546 muestras de
pacientes infectados, 556 muestras que contenian interferentes
potenciales y 3.024 muestras de individuos no infectados. La precision
intraensayo calculo el CV con el nuevo ELISA que oscilo entre 10 y 15 %,
para muestras reactivas débiles y medianas; y la precision interensayo
calculo el CV que fue menor al 10 %. Siendo para la especificidad 99.50%
para muestras clinicas y 98.38% para pacientes no relacionados con
infeccion de HCV o reacciones cruzadas; y la sensibilidad fue de 99.72%

en 719 muestras reactivas. En conclusion los resultados del desempeiio
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de ELISA 32 generacion son las adecuadas para el tamizaje y diagnostico

serolégico (26).

Romero Martinez K, Pérez Guevara MT, Garcia Agramonte N, Sanchez
Diéguez E. elaboraron un estudio de titulo, Validacion del sistema
UMELISA HBsAg PLUS utilizando muestras de suero de cordon umbilical.
En el laboratorio de Investigaciones del Sida en la Habana, Cuba se
realizo la validacion del sistema UMELISA HBsAg PLUS para muestras de
suero umbilical publicado en el afio 2013, se avaluaron la especificidad
con tres paneles de muestras, concordancia, robustez y precision a dos
niveles de diferentes concentraciones de HBsAg 3 574,6 Ul/mLy 2 154,6
Ul/mL segun precision en condiciones de repetibilidad (intraensayos) y
precisibn en condicion intermedia (interensayo). Para la precision de
repetibilidad se analizaron 10 réplicas con una dilucién 1/1000 de la
muestra con concentracion de 2 154,6 Ul/mL, con el mismo lote en el
mismo dia. Para la precision intermedia se analizaron 6 réplicas con tres
diluciones (1/500, 1/1000, 1/5000) de la muestra con concentracion de 3
574,6 Ul/mL en 3 dias con 3 lotes diferentes de reactivos, se determino la
media, desviacion estandar (SD), el coeficiente de variacion (CV) y
varianzas por las décimas de Grubbs y Cochran, respectivamente. Tanto
para precision de repetibilidad e intermedia se aceptaron los valores
normales por docima de Grubbs, a=5%. Se hallaron un 95 % de

homogeneidad para la media y varianza por docima de Grubbs y docima
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de Cochran en precisibn de repetibilidad e intermedia, el CV para
repetibilidad fue de 4,650 %, se considera 6ptimo porque no excedi6 el 5
% y para precision intermedia el CV de las 3 muestras tuvo una variacion
de 7,305 % a 12,795 % entre dias y de 7,885 % a 14,062 % entre lotes;
los valores no fueron superiores a 20 %. Para la especificidad,
concordancia y robustez tuvieron valores aceptables. En conclusion la
capacidad de este ensayo sirve para detectar bajas concentraciones de

HBsAg en etapas tempranas (27).

En cuba se realizd un estudio por Alvarez Segui G et. al. de titulo,
Validacion del método de titulacion del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1, en el servicio de laboratorio San José de las Lajas de la
ciudad de la Habana publicado en el afio 2009 se aplico pardmetros de
desempefio tales como la exactitud, linealidad, limites de deteccion y
precision para evaluar el método de titulacién del VHI tipo 1, se utilizaron
un control celular sin virus para la titulacién, se determiné por el método
del célculo de la dilucién punto final mediante la visualizacion del efecto
citopatico y la determinacion de la produccion de antigeno p24 por medio
de un ensayo inmunoenzimatico. Para la precision de repetibilidad se
utilizé 5 titulos por una misma persona en 3 ensayos diferentes para 3
periodos de incubacion y se evalu6 la desviacion estandar relativa (%
RSD) o coeficiente de variacion, y para precision intermedia se tuvo en

cuenta la variabilidad, interdia, interoperador (2 operadores) (N=9) y entre

37



los datos de lectura de ECP y el ELISA (N= 18), se evalu6 el CV de 3
titulos de la preparacion viral por cada operador. Se hallaron los valores
de CV de precision repetibilidad e intermedia fueron que 5 y 10%,
respectivamente. La exactitud y la linealidad tuvieron valores aceptables y
el limite de deteccion no resulto confiable y se determiné en . Se
demostré un adecuado desempefio de la precision para la cuantificacién

viral (28).

Herndndez Huerta FE. et. al. desarrollaron un estudio de titulo,
Desempefio analitico de dos plataformas automatizadas para quimica
clinica en un Instituto de Salud Pediatrica. En el hospital infantil de México
Federico GOmez se realizé la verificacion de desempefio analitico en dos
plataformas tecnoldgicas Architect c8000 de la marca Abbott y Au480 de
la marca Beckman Coulter publicado en el afio 2017; se utilizaron
materiales de control de tercera opinidon en dos niveles diferentes para la
evaluacion de la precision en condiciones de repetibilidad
(intraensayo) o e intralaboratorio (interensayo) y veracidad
siguiendo la guia EP15 A2, y linealidad, se procesaron 15 analitos (sodio,
potasio, cloruro, bilirrubina directa, bilirrubina total, triglicéridos, colesterol,
AST, ALT, nitrégeno ureico, calcio, creatinina, fosforo, glucosa, magnesio)
para determinar posibles fallas previo a su adquisicién de los dos equipos

analizadores y proporcionar resultados confiables y oportunos para la

salud del paciente. La precision intraensayo en la plataforma Architect
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2.2.2.

C8000 de 4 (16%) analitos reveld resultado favorable y del interensayo se
aprobaron 9 (60%) analitos. En la plataforma Au480 se aprobd la
precision intraensayo en 7 (47%) analitos y en el intraensayo se aprobo
en 8 (53%) analitos. La veracidad y la linealidad tuvieron resultados

aceptables (29).

Antecedentes nacionales

Sandoval Vegas MH, Barron Pastor HJ, Loli Ponce RA, Salazar Criado
YV., elaboraron una investigacién de titulo, Precision en la determinacion
de glucosa, colesterol y triglicéridos séricos, en laboratorios clinicos de
Lima, Perl. En Peru se realizé estudios en el Centro de Investigacion de
Bioquimica y Nutricion, Facultad de Medicina, UNMSM y en diferentes
laboratorios clinicos de Lima Metropolitana publicado en el afio 2012, para
evaluar la precision en la determinacién de glucosa, colesterol total y
triglicéridos, la muestra control estuvo conformada por un suero
comercial por el método enzimatico colorimétrico y conservada en cadena
de frio. Se usaron 88 muestras séricas por duplicado A y B, para la
evaluacion de la precision en condiciones de precision intralaboratorio e
interlaboratorio en método manual y automatizado, se determind la
desviacion estandar (SD), el coeficiente de variacion (CV); y el indice de

desviacion estandar (SDI) respectivamente, también se valoro la precision
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usando la variabilidad biolégica. Se hallaron valores de glucosa, colesterol
y triglicéridos fuera del rango de control en algunos laboratorios de 9.1
%, 114 % y 12.5% respectivamente con respecto a la media
interlaboratorial. La evaluaciéon de la precisibon mediante indice de
desviacion estandar fue del 42 % de colesterol, el 25% de glucosa vy el
11.4% de triglicéridos en los laboratorios. Los resultaos observados en la
mayoria de los laboratorios clinicos de Lima fueron aceptables (75%) y

resultan de la variacion intralaboratorial (7).

En Arequipa se realiz6 un estudio en el servicio de laboratorio clinico del
Hospital Il de Goyeneche por Tejada Quico RO. de titulo, Evaluacién del
control de calidad interno en dos pruebas de Bioquimica Sanguinea:
Glucosa y Creatinina en el servicio de patologia clinica del Hospital IlI
Goyeneche-2015, publicado en el afio 2016 para evaluar el control de
calidad interno en dos pruebas bioquimicas, glucosa y creatinina se
utilizaron muestras control no comerciales y de origen humano (pool de
sueros) conservadas en cadena de frio. Se colecto un total de 231
muestras de suero sanguineo, 169 muestras de suero fueron control 1
(control normal) y 62 muestras de suero fueron control 2 (control
patolégico) para concentracion de glucosa y creatinina. Una vez obtenidos
lo sueros control fueron distribuidos al area de bioquimica debidamente
validados, se procedio a la evaluacion de control de calidad interno para la

verificacion de procedimientos de medida de precision y veracidad, y el
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desemperio del analisis de los sueros control segun protocolo CLSI EP15
A2, en un plazo de 60 dias, se realizaron calculos estadisticos, desviacion
estandar, coeficiente de variacion, veracidad, sesgo y six sigma. En los
andlisis de glucosa, la precision intracorrida e intralaboratorio fueron
aceptables con SD de 0.574 y 0.222, 0.833 y 1.064; para control normal y
control patolégico, respectivamente. La veracidad evaluada fue de 85.68
(control normal) y 187.90 (control patolégico). En los andlisis de
creatinina, la precision intracorrida e intralaboratorio fueron aceptables
con SD de 0.019 y 0.028, 0.021 y 0.031; para control normal y control
patologico, respectivamente. La veracidad evaluada fue de 0.70 (control
normal) y 2.10 (control patologico) .Se obtuvieron resultados de six sigma
para glucosa 9.6 y 16.2, control normal y control patologico
respectivamente; y para creatinina 14 (control normal) y 3.4 (control
patoldgico). El control de calidad interno fue satisfactorio en las pruebas

de glucosa y creatinina (30).

Vizcarra Cabredo MM., desarrollo una investigacion de titulo, Desempefio
del procedimiento de medida de la hormona estimulante de la tiroides.
Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren 2015. En el servicio de
laboratorio clinico del Hospital Nacional Sabogal Sologuren de Peru se
realizd un estudio en el afio 2015 sobre el desempefio del procedimiento
de medida de la Hormona Estimulante de Tiroides para verificar la

precision y la veracidad. Se usaron cinco muestras de control comerciales
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por triplicado durante cinco dias con tres niveles de concentracion
diferentes segun protocolo de la guia CLSI EP15 A2. En los analisis de la
Hormona Estimulante de Tiroides la precision de repetibilidad para el
nivel 1 = 0,001; para el nivel 2= 0,027 y para el nivel 3 = 0,168 fue menor
comparado con resultados de la desviacion estandar del fabricante. La
precision intralaboratorio encontrandose para el nivel 1=0,003; para el
nivel 2=0,038 y para el nivel 3=0,244 fue menor comparado con
resultados de la desviacion estandar del fabricante. Se demostré que la
veracidad de los resultados fueron los siguientes: nivel 1 (LI=0,080;
LS=0,235), para el nivel 2 (LI=1,213; LS=3,448) y para el nivel 3
(L1=8,457; LS=24,553), se observd que el valor asignado por el fabricante
se encontrd dentro del intervalo de verificacion. El error total aceptable
segun la variabilidad bioldgica es 24.6 %, siendo menor para cada uno de
los niveles el porcentaje de error total (nivell=15,627; nivel 2= 11,086 y
nivel 3=8,465). La evaluacion del desempefio a través de la métrica sigma
en los niveles 1, 2 y 3 mostré un excelente desempefio, respectivamente

(31).

Pachao Ayala A., elaboro una investigacién de titulo, Evaluacién de
desempefio de los sistemas de medicion de analisis bioquimicos del
laboratorio clinico proyecta - sucursal Cajamarca- para asegurar la calidad
analitica de los resultados. En Cajamarca se realizé el estudio en el

servicio de Bioanalisis del Laboratorio Clinico “PROYECTA” durante los
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meses de noviembre y diciembre del afio 2015 para asegurar la calidad
analitica de los resultados mediante la evaluacion de desempefio de los
sistemas de medicion de analisis bioquimicos. Se usaron dos muestras de
materiales de control ELITROL | (control normal) y ELITROL Il (control
patoldgico) por triplicado durante cinco dias consecutivos. En los andlisis
de glucosa para precision de repetibilidad el nivel normal es igual a 1.47 y
el nivel patolégico es 1.33; y para precision en condicion de
reproducibilidad el nivel normal es 1.87 y el nivel patolégico es 2.22,
fueron menores comparados con resultados de coeficiente de variacion
del fabricante tanto para precision de repetibilidad y reproducibilidad. La
veracidad de ambas concentraciones demostré valores dentro del rango
establecido por el fabricante y la linealidad tuvo una correlacién aceptable
entre ambas variables. La evaluacion de la sigma métrica en los dos
niveles (control normal y patoldgico) mostro un buen desempefio para
asegurar los resultados clinicos. En conclusion se demostré el
aseguramiento de control calidad, linealidad y cumplimiento de criterios

establecidos para precision y veracidad (15).
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1.

3.2.

Disefio del Estudio

Estudio descriptivo, prospectivo de corte transversal.

Poblacioén

Se analiz6 dos muestras de HBsAg por quintuplicado durante cinco dias (25

muestras control reactivo y 25 muestras de paciente de decision clinica) de

diferentes niveles de concentracion, segun protocolo de la guia CLSI EP15-A3 en

el servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre del Centro Médico Naval

Cirujano Mayor Santiago Tavara de Lima, Peru; durante el mes de mayo del 2018.

3.2.1. Criterios deinclusiéon

Por las caracteristicas del presente estudio no se requieren de criterios de

inclusion.

3.2.2. Criterios de exclusion

Por las caracteristicas del presente estudio no se requieren de criterios de

exclusion.
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3.3. Muestra

No se calcula el tamafio muestral ya que incluye a toda la poblacién especificada.

3.4. Operacionalizaciéon de Variables

" ey Escala
_ Definicion Definicion _
Variable _ de Indicador
Conceptual Operacional L
Medicion
o La precision es
Principal: _ CV (%)
L una magnitud
Precision de la _ Muestra
del conjunto de <3.46
prueba de . control
) valores Guia CLSI _
antigeno de _ Continuo Muestra
o obtenidos de EP15-A3
superficie de o de <3.98
-~ mediciones _
hepatitis B _ paciente
repetidas frente
(HBsAQ).
a un grupo de
datos.
Dispersion de
una serie de
medidas al
CV (%)
_ analizar una
Secundarias: _ ) Muestra
L misma muestra Guia CLSI ) < 3.46
Precision de _ Continuo control
o en un mismo EP15-A3
repetibilidad _ Muestra
laboratorio
de <3.98
sobre un _
_ paciente
periodo de
tiempo.
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Dispersion de

una serie de CV (%)
Precision medidas ] Muestra
. . . Guia CLSI . < 3.46
intermedia o analizadas o Continuo control
_ ) EP15-A3
intralaboratorio desarrolladas Muestra
dentro de una de <3.98
misma corrida. paciente

Dispersion de

. CV (%)
una serie de
_ Muestra
" . medidas <3.46
Precision segun . ) control
] analizadas Guia CLSI _
parametros del Continuo Muestra
_ sobre un EP15-A3
fabricante _ de <3.98
periodo de _
_ paciente
tiempo y una

misma muestra.

3.5. Procedimientos y Técnicas:

Se solicité una carta autorizacion al Director del hospital Centro Medico Naval,
previa evaluacion y aprobacion del proyecto de tesis por el comité de ética y
division de investigacion, con la disposicion con el jefe del servicio de medicina
transfusional y banco de sangre permitieron el ingreso y autorizacion para la

ejecucion de dicha investigacion. (Anexo 1)
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3.5.1. Material y métodos

Metodologia de anélisis
El método de andlisis que se utiliz6 fue el protocolo de la guia CLSI EP15-A3
empleados en el servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre del

Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara.

Analizador

Para realizar las determinaciones se utiliz6 el analizador, Plataforma
Tecnologica Maglumi 800 Snibe de la casa comercial Universal SD y se
verificé el funcionamiento de desempefio con el reactivo light check y BGW
para asegurar que estuvo en Optimas condiciones antes del procedimiento,
las cuales se registraron en fichas y documentos al realizar la calificacion del

equipo. (Anexo 2)

Seleccion de material apropiado
Para la estimacion de la precision del método de la guia CLSI EP15-A3 se

utilizaron los siguientes materiales:

e Control interno de calidad
Control interno Maglumi 800 (CLIA) HBsAg con valor de rango de
8.82 a 16.4 index/ml, tampon de fosfato que contiene antigeno de

superficie de hepatitis B, BSA al 0,09% NaN3. (Anexo 3)
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Reactivo HBsAg (CLIA)

Reactivo para Maglumi 800 Snibe. Presentacion por 100 test.

Muestra control

Se utiliz6 una muestra de suero control interno de concentracion
patolégica para HBsAg. Se realizé una dilucién 1/5 para obtener la
concentracion requerida con rango mayor o igual 1.0 index/mL, se
dispenso 800 pL en cinco copas respectivamente, necesarias para la

prueba de precision.

Muestra de suero de paciente

Se seleccion6 una muestra sérica almacenada en la seroteca con
concentracion alta de HBsAg. Se realiz6 una dilucion 1/100 para
obtener la concentracion requerida con rango mayor a 1.0 index/mL
para HBsAg. Se dispenso 800 pL de la muestra en cinco copas

respectivamente, necesarias para la prueba de precision.

Muestra de estudio
= Suero de pacientes del Servicio de Medicina Transfusional y
Banco de Sangre que fueron analizadas para HBSAGg.
= Se seleccion6 la muestra de paciente con nivel de decision
clinica correspondiente a HBsAg con rango cercano al punto

de corte mayor o igual a 1.0 index/mL. ( Anexo 4)
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= La muestra estuvo ordenada por secuencia de lotes. (Anexo 5)
» Cada muestra estuvo rotulada con la fecha y numero de
paciente, el cual permitio ubicarla en la refrigeradora de
almacenamiento y fue separada en otra gradilla, se congelo a <

-20 °C para efectuar las pruebas correspondientes.

Para calibracién del equipo se utilizaron los siguientes materiales:
e Calibrador bajo: Tampon de fosfato que contiene HBsAg, suero
bovino (BSA), 0.09% NaN3.
e Calibrador alto: Tampdn de fosfato que contiene HBsAg, suero bovino

(BSA), 0.09% NaNs3.

Procedimiento para verificar el método de ensayo

Para realizar el método de ensayo se utiliz6 la siguiente guia:

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), EP15-A3 para verificacion
de precisién en condiciones de repetibilidad (intracorrida) e intralaboratorio
(intermedia), medidas con la prueba estadistica que sugiere la aplicacién de
la “Prueba de Grubbs”, analisis de varianza, desviacion estdndar y
coeficiente de variacion, que seran comparados con los valores validados

por el fabricante.
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Prueba o test de Grubbs: Se utiliz6 para identificar puntos andmalos

(outliers) en un conjunto de datos distribuidos. (Anexo 6)

Verificacion de la precision

Muestra control: Suero de concentracion patolégica (reactivo) de valor
conocido, se realiz6 por quintuplicado durante cinco dias consecutivos.

(Anexo 7)

Para el estudio de la precision los datos obtenidos fueron medidos como
analisis de varianza, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion
(%CV).Se determiné la varianza intra corrida y varianza entre corridas; la
Desviacion Estandar de Repetibilidad (Sr) y la Desviacion Estandar
Intralaboratorio; el coeficiente de variacion de repetibilidad y el coeficiente de
variacion intralaboratorio. Luego se realizé la verificacion para el

cumplimiento de la precisién segun parametros del fabricante. (Anexo 8)

Muestra de paciente: Suero de muestra de paciente de concentracion
conocida, se realizd por quintuplicado durante cinco dias consecutivos.

(Anexo 6)

Las concentraciones dentro del rango de referencia fueron medidas como
analisis de varianza, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (%

CV). Se determind la varianza intra corrida y varianza entre corridas; la
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Desviacion Estandar de Repetibilidad (Sr) y la Desviacion Estandar
Intralaboratorio; el coeficiente de variacion de repetibilidad y el coeficiente de
variacion intralaboratorio. Luego se realizd6 la verificacion  para el

cumplimiento de la precision segun parametros del fabricante. (Anexo 9)

3.6. Plan de Andlisis de Datos:

Segun el protocolo de la guia CLSI EP15-A3 se aplicaron los siguientes
estadisticos  para establecer la precision; los datos recolectados fueron
ingresados en el programa estadistico SPSS version 23.0, se elabor6 un formato
de acuerdo a cada pardmetro de desempefio evaluado. Se realizaron calculos
como la media (x), prueba de Grubbs, analisis de varianza, la desviacion estandar

(DS), el coeficiente de variacion (% CV) y gréficos estadisticos.

Todos los calculos fueron necesarios para evaluar e interpretar los valores segun

parametros del fabricante.
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CAPITULO IV: DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Resultados

Se evalud el desempefio del procedimiento de medida, empleando el protocolo
definido en la guia CLSI EP15-A3, la muestra control y muestra de paciente de
concentraciones patoldgicas para HBsAg (nivel 1 y nivel 2 respectivamente),
desarrollado en el Servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre del
Centro Medico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara, para verificar la precision
se utiliz6 el analizador, reactivo y calibradores de la Plataforma Tecnoldgica

Maglumi 800 Snibe. Estos resultados son detallados a continuacion:

Tabal N°1. Datos de Evaluaciéon de desempefio para verificacion de la
precision — Muestra control de HBsAg (Nivel 1).

Index/mL Corridal Corrida2 Corrida3  Corrida4  Corrida5
Replicacion 1 1.338 0.861 1.017 1.461 1.493
Replicacion 2 1.629 0.788 0.942 1.239 1.157
Replicacion 3 2.008 0.926 1.026 1.656 1.22
Replicacion 4 1.384 0.999 0.95 1.084 1.357
Replicacion 5 1.715 1.157 0.995 0.973 1.098

Media (x) 1.219

Desviacion estandar (SD) 0.306

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°1 se observa los datos de evaluacion del desempefio de la muestra
control de HBsAg que se analizaron por quintuplicado durante cinco dias (25

corridas analiticas) y los célculos estadisticos que permitiran verificar la precision
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en condiciones de repetibilidad y precisiébn en condicién intralaboratorio como la

media (x); representado por 1.219 y la desviacion estandar (SD) por 0.306.

Tabla N°2. Datos de las estimaciones por medio de Analisis de varianza de

un factor - Muestra control de HBsAg.

RESUMEN

Grupaos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 5 8.074 1.6148 0.0736837
Columna 2 5 4.731 0.9462 0.0199797
Columna 3 5 4.93 0.986 0.0014685
Columna 4 5 6.413 1.2826 0.0771123
Columna 5 5 6.325 1.265 0.0255065

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°2 se observa un resumen de los datos de la estimaciéon de ANOVA

de un factor que presenta los siguientes, grupos (corridas analiticas), cuenta

(replicados de cada corrida analitica), suma (sumatoria de cada corrida analitica),

promedio y varianza.

Tabla N°3. ANOVA - Muestra control de HBSAQ.

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.45763704 4 0.26440926  9.21385512 0.00021708  2.866081402
Dentrode los
grupos 0.7910028 20 0.03955014
Total 2.24863984 24

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla N°3 se hallaron de los 25 datos de muestra control obtenidos la
variabilidad entre grupos o corridas representado para la suma de cuadrados igual
a 1.45763704, grados de libertad igual a 4 y el promedio de los cuadrados de
0.36440926; variabilidad dentro de los grupos o corridas representado para la
suma de cuadrados igual a 1.45763704, grados de libertad igual a 20 y el
promedio de los cuadrados de 0.36440926, variabilidad total y la prueba F con el

9.21385512.

Tabla N°4. Calculos de los valores de precision en condicién de repetibilidad
(SR) y precisién intralaboratorio (Sw) - Muestra control de HBsSAg.

Nivel 1
Varianza intra corrida (Vw) 0.03955
Varianza entre corridas (VB) 0.064972
Desvio estandar en condiciones de repetibilidad (SR) 0.198872
Desvio estandar entre corridas (SB) 0.254896
Desvio estandar intralaboratorio (Sw) 0.323298
Coeficiente de variacidn en condiciones de repetibilidad 16.31%
Coeficiente de variacion intralaboratorio 26.52%

Fuente: Elaboracion propia

A partir del andlisis de varianza, la media y la desviacion estandar de los 25 datos
de muestra control se obtuvieron los resultados del nivel 1 que corresponden a la
varianza intra corrida de 0.03955 y varianza entre corridas de 0.064972, para
precision en condiciones de repetibilidad se obtuvieron el desvidé estandar en
condiciones de repetibilidad de 0.198872, el desvié estandar entre corridas de
0.254896 y 16.31% del coeficiente de variacion. Luego, se calcul6 la precision

intralabotratorio siendo sus resultados para la deviacion estandar intralaboratorio
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de 0.323298 y el coeficiente de variacion intralaboratorio de 26.52%. (Tabla N°4)

Tabla N°5. Datos de las especificaciones de desempefio declaradas por el
fabricante del material de control para verificar la precisién - Muestra control

de HBsAg.

Precisiéon de repetibilidad

Control (index/ml) SD (index/ml) CV%
Nivel 1 0.21 3.46
Nivel 2 3.28 3.33
Nivel 3 13.22 3.06
Precision intralaboratorio
Control (index/ml) SD (index/ml) CV%
Nivel 1 0.25 3.98
Nivel 2 3.15 3.04
Nivel 3 15.2 3.32

Fuente: Inserto de la Plataforma Tecnolégica Maglumi 800 Snibe.

Se muestran los datos de las especificaciones de desempefio declaradas por el

fabricante del material control que ayudaron a verificar la precisién en condiciones

de repetibilidad y en condicion intralaboratorio de la muestra control (Nivel 1) para

HBsAg. (Tabla N°5)

Tabla N°6. Calculos de los valores superiores de verificacion (UVL) para las
especificaciones de desempeiio declaradas por el fabricante - Muestra

control de HBsAg

CV% del fabricante
Grados de libertad
Factor F
Valores superiores de verificacidon (UVL)

Repetibilidad | Intralaboratorio
3.46% 3.98%
20 17
1.31 1.33
4.532 5.293

Fuente: Elaboracion propia
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Para la verificacion de la precisién en condiciones de repetibilidad y en condicién
intralaboratorio se determind el calculo de los valores superiores de verificacidon
para repetibilidad utilizando el coeficiente de variacion del fabricante igual a 3.46
%, los grados de libertad igual a 20 y el factor F igual a 1.31. Luego se calcul6 los
valores superiores de verificacion para precision intralaboratorio utilizando el
coeficiente de variacion del fabricante igual a 3.98 %, los grados de libertad igual
a 17 y el factor F igual a 1.33. Siendo los valores superiores de verificacion para
repetibilidad y precision intralaboratorio para el nivel 1, UVLrepetibilidad igual a

4.532 y UVLintralaboratorio igual a 5.293. (Tabla N°6)

Tabla N°7. Interpretacién de los resultados obtenidos frente a las
especificaciones de desempefio declaradas por el fabricante y su respectivo
UVL - Muestra control de HBSAg.

Precision en condiciones de repetibilidad

CVy obtenido 16.31%
og fabricante 3.46 %
UVLg 4.53%

Precisidon en condicidn intralaboratorio

CV[-VL obtenido 26.52%
oy fabricante 3.98 %
UVLyy; 5.29%

Fuente: Elaboracion propia

La precision en condiciones de repetibilidad demostro que el coeficiente de

variacion obtenido de 16.31% es mayor a la especificacion del fabricante para
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repetibilidad (g5 fabricante) que representa a 3.46 % y a los valores superiores de
verificacion de repetibilidad (UVLg) siendo de 4.53 %. La precision en condiciones

intralaboratorio demostré que el coeficiente de variacion obtenido de 26.52% es
mayor a la especificacion del fabricante para precision en condiciones

intralaboratorio (oy-:fabricante) que representa a 3.98 % y a los valores superiores
de verificacion de precision en condiciones intralaboratorio (UVLy;) siendo de

5.29 %. Segun las especificaciones declaradas por el fabricante no son aceptadas
en la verificacion a nivel de decision medica evaluado, por ende se debe

comunicar al fabricante. (Tabla N°7)

Tabla N°8. Datos de Evaluacién de desempefio para verificacion de la
precision - Muestra de paciente de HBsAg (Nivel 2).

Index/mL Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5
Replicacion 1 359.1 385.2 287.8 320.8 283.1
Replicacion 2 383.0 360.1 304.1 320.6 309.5
Replicacion 3 360.1 346.8 303.8 321.8 292.3
Replicacion 4 355.7 371.0 286.4 338.0 286.9
Replicacion 5 348.2 373.1 326.9 328.7 281.4

Media (x) 329.376

Desviacion estandar (SD) 33.499

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°8 se observa los datos de evaluacion del desempefio de la muestra
de paciente de HBsAg que se analizaron por quintuplicado durante cinco dias (
25 corridas analiticas ) y los calculos estadisticos que permitiran verificar la
precision de repetibilidad y precision intralaboratorio como la media (X);
representado por 329.376 y la desviacion estandar (SD) por 33.499.
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Tabla N°9. Datos de las estimaciones por medio de Analisis de varianza de
un factor - Muestra de paciente de HBsAg.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Fromedio Vorianza
Columna 1 5 1806.1 361.22 170027
Columna 2 5 1836.2 367.24 209953
Columna 3 5 1509 3018 268.115
Columna 4 5 16209 32588 56.282
Columna 5 5 1453.2 290.64 128 668

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°9 se observa un resumen de los datos de la estimacion de ANOVA
de un factor que presenta los siguientes, grupos (corridas analiticas), cuenta
(replicados de cada corrida analitica), suma (sumatoria de cada corrida analitica),

promedio y varianza.

TABLA N° 10. ANOVA - Muestra de paciente de HBsSAg.

Origen de las Sumode  Grodosde Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidod  pora F
Entre grupos  23600.8456 4 5900.2114 354135215 8.2036E-03  2.3660814
Dentro de los
Brupos 333218 20 166.609
Total 26933.0256 24

Fuente: elaboracion propia

En la tabla N°10 se hallaron de los 25 datos de la muestra de paciente de HBsAg
obtenidos la variabilidad entre grupos o corridas representado para la suma de

cuadrados igual a 23600.8456, grados de libertad igual a 4 y el promedio de los
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cuadrados de 5900.2114; variabilidad dentro de los grupos o corridas
representado para la suma de cuadrados igual a 3332.18, grados de libertad igual
a 20 y el promedio de los cuadrados de 166.609, variabilidad total y la prueba F

con 35.4135215.

Tabla N°11. Calculos de los valores de precisiobn en condicién de
repetibilidad (SR) y precision intralaboratorio (Sw) - Muestra de paciente de
HBsAg.

Nivel 2
Varianza intra corrida (Vw) 166.609
Varianza entre corridas (VB) 1146.720
Desvio estandar en condiciones de repetibilidad (SR) 12.90771
Desvio estdndar entre corridas (SB) 33.86325
Desvio estandar intralaboratorio (Sw) 36.23988
Coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad 3.92%
Coeficiente de variacion intralaboratorio 11.00%

Fuente: Elaboracion propia

A partir de los datos se obtuvieron los resultados la muestra de paciente de
HBsAg (nivel 2) que corresponde a la varianza intra corrida de 166.609 vy la
varianza entre corridas de 1146.720, para precision en condiciones de
repetibilidad se obtuvieron el desvié estandar en condiciones de repetibilidad de
12.90771, el desvio estandar entre corridas de 33.86325 y 3.92% del coeficiente
de variacion. Luego, se calcul6 la precision intralabotratorio siendo sus resultados
para la deviacion estandar intralaboratorio de 36.23988 y el coeficiente de

variacion intralaboratorio de 11.00%. (Tabla N°11)
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Tabla N°12. Datos de las especificaciones de desempefio declaradas por el
fabricante del material de control para verificar la precision - Muestra de
paciente de HBsAg.

Precision de repetibilidad

Media
Control (index/ml) SD (index/ml) CV%
Nivel 1 6.07 0.21 3.46
Nivel 2 98.47 3.28 3.33
Nivel 3 432.16 13.22 3.06

Precisién intralaboratorio

Media
Control (index/ml) SD (index/ml) CV%
Nivel 1 6.287 0.25 3.98
Nivel 2 103.57 3.15 3.04
Nivel 3 457.81 15.2 3.32

Fuente: Inserto de la Plataforma Tecnoldgica Maglumi 800 Snibe

Se muestran los datos de las especificaciones de desempeiio declaradas por el
fabricante del material control que ayudaron a verificar la precision en condiciones
de repetibilidad y en condicion intralaboratorio de la muestra de paciente (Nivel 2)

para HBsAg. (Tabla N°12)

Tabla N°13. Célculos de los valores superiores de verificacion (UVL) para las
especificaciones de desempefio declaradas por el fabricante - Muestra de
paciente de HBsAg.

Repetibilidad | Intralaboratorio
CV% del fabricante 3.06% 3.32%
Grados de libertad 20 21
Factor F 1.31 1.30
Valores superiores de verificacion (UVL) 4.0086 4.316

Fuente: Elaboracion propia
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Para la verificacion de la precision en condiciones de repetibilidad y en condicién
intralaboratorio se determiné el célculo de los valores superiores de verificacion
para repetibilidad utilizando el coeficiente de variacion del fabricante igual a
3.06%, los grados de libertad igual a 20 y el factor F igual a 1.31. Luego se calculd
los valores superiores de verificacion para precision intralaboratorio utilizando el
coeficiente de variacion del fabricante igual a 3.32%, los grados de libertad igual a
21 y el factor F igual a 1.30. Siendo los valores superiores de verificacion para
repetibilidad y precision intralaboratorio para el nivel 2, UVLrepetibilidad igual a

4.0086 y UVLintralaboratorio igual a 4.316. (Tabla N°13)

Tabla N°14. Interpretacion de los resultados obtenidos frente a las
especificaciones de desempefio declaradas por el fabricante y su respectivo
UVL - Muestra de paciente de HBsSAgQ.

Precision en condiciones de repetibilidad

CVy obtenido 3.92%
og fabricante 3.06%
UVLg 4.01%

Precisidon en condicidn intralaboratorio

EVLVL obtenido 11.00%
oy fabricante 3.32%
UVLyy 4.32 %

Fuente: Elaboracion propia

La precisién en condiciones de repetibilidad demostr6 que el coeficiente de
variacion obtenido de 3.92% es mayor a la especificacién del fabricante para
repetibilidad (og fabricante) que representa a 3.06% pero menor a los valores
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superiores de verificacion de repetibilidad (UVLg) siendo de 4.01%. La precision

en condiciones intralaboratorio demostro que el coeficiente de variacion obtenido

de 11.00% es mayor a la especificacion del fabricante para intralaboratorio

(ew.fabricante) que representa a 3.32% y a los valores superiores de verificacion

de intralaboratorio (UVLy;) siendo de 4.32 %. Segun las especificaciones

declaradas por el fabricante, la precision en condiciones de repetibilidad si es

aceptada y en condiciones intralaboratorio no es aceptada en la verificacion a

nivel de decisién medica evaluado. (Tabla N°14)

4.2. Discusion

En este estudio se identificaron los céalculos para la verificacion de desempefio
del procedimiento de medida de dos muestras para la precision en
condiciones de repetibilidad de HBsAg en dos niveles de concentracion,
siendo el coeficiente de variacion para el nivel 1=16.31% y para el nivel
2=26.52%. De la misma forma se obtuvieron calculos de la precision en
condicion intralaboratorio de HBsAg en los dos niveles de concentracion,
siendo el coeficiente de variacion para el nivel 1= 3.92% y para el nivel 2=
11.00%. A diferencia de la verificacion de la precisibn en condicion de
repetibilidad e intralaboratorio hallados en el estudio realizado en Argentina en
el afilo 2015 donde los resultados fueron aceptados para todos los parametros
(leucocitos, eritrocitos, plaguetas y hemoglobina) en los 3 niveles de control

(3). La diferencia significativa hallada entre ambos estudios, responde que el
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servicio de laboratorio clinico en Argentina evalué la verificacion de
parametros de un contador hematoldgico utilizando muestras manuales y
automatizadas; asi mismo manejan mayor volumen de pacientes. Ambos
estudios fueron verificados de acuerdo a las especificaciones del fabricante y

requisitos de la calidad.

En este estudio se identificaron los calculos de coeficiente de variacion para la
verificacion de desempefio del procedimiento de medida de la precision en
condiciones de repetibilidad de HBsAg en dos niveles de concentracion,
siendo para el nivel 1=16.31% y para el nivel 2=3.92%. De la misma forma se
obtuvieron calculos de coeficiente de variacion de la precision en condicién
intralaboratorio de HBsAg en los dos niveles de concentracion, siendo para el
nivel 1= 26.52% y para el nivel 2= 11.00%. Estos resultados se asemejan con
el CV del estudio realizado en cuba en el aflo 2015 que se dio lugar en los
Centros provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) en
el programa de evaluacion externa de la calidad (PEEC). De todos los
paneles analizados la precision intralaboratorio tuvo resultados variados; en
cuanto a la precision interlaboratorio el valor permisible es del 20 % (24). Los
resultados obtenidos muestran que la precision en condiciones intralaboratorio
son similares en ambos estudios, es decir ambos tuvieron una variabilidad en
sus resultados cualitativos que demostro ocultas variaciones; permitiendo
determinar las causas y/o errores sobre el desempefio del analizador que es

utilizado en las pruebas para obtener buenos resultados.
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En este estudio el célculo del CV de la precision en condiciones de
repetibilidad de HBsAg fueron para el nivel 1=16.31% y para el nivel 2=3.92%.
De la misma forma el calculo del CV de la precision en condicion
intralaboratorio de HBsAg fueron para el nivel 1= 26.52% y para el nivel 2=
11.00%. El estudio realizado en Argentina en el afio 2008, se realiz6 para
evaluar el desempefio de un nuevo inmunoensayo (equipo) de tercera
generacion (ELISA 32 generacion). Utilizaron dos muestras de controles
comerciales en dos niveles de concentracion, segun protocolo EP5 A. Se
evaluaron la precision intraensayo del CV con el nuevo ELISA que oscilo entre
10 y 15 %, para muestras reactivas débiles y medianas; y la precision
interensayo del CV que fue menor al 10 % (26). Estos resultados se difieren
debido a que utilizan mayor cantidad de muestras reactivas deébiles y

medianas obtenidas con paneles de seroconversion.

En el presente estudio se verifico el desempefio del procedimiento analitico de
la precision en condicion de repetibilidad e intralaboratorio, siendo para
repetibilidad de HBsAg, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion
para el nivel 1 (SD = 0.198872 y CV%= 16.31%) y para el nivel 2 (SD =
12.90771 y CV% = 3.92%). De la misma forma se obtuvieron calculos de la
precision en condicién intralaboratorio de HBsAg en los dos niveles de
concentracion, siendo la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para
el nivel 1 (SD = 0.323298 y CV%= 26.52%) y para el nivel 2 (SD = 36.23988 y

CV% = 11.00%). A diferencia del estudio de la validacién del sistema
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UMELISA HBsAg PLUS para muestras de suero umbilical realizado en Cuba
en el afo 2013, el CV para precisiéon de repetibilidad fue de 4,650 %, se
considera Optimo porgue no excedio el 5 % y para precision intermedia el CV
de las 3 muestras tuvo una variacién de 7,305 % a 12,795 % entre dias y de
7,885 % a 14,062 % entre lotes; los valores no fueron superiores a 20% (27).
Cabe resaltar que los datos obtenidos difieren, ya que en Cuba sirvid para

detectar bajas concentraciones de HBSAg en etapas tempranas.

En el presente estudio se verifico el procedimiento de medida de la precision
en condiciéon de repetibilidad e intralaboratorio utilizando dos muestras control
en dos niveles de concentracion diferentes, siendo para repetibilidad de
HBsAg la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para el nivel 1 (SD
= 0.198872 y CV%= 16.31%) y para el nivel 2 (SD = 12.90771 y CV% =
3.92%); y de la precision en condicion intralaboratorio de HBsAg, la
desviacidén estandar y el coeficiente de variacion fue para el nivel 1 (SD =
0.323298 y CV%= 26.52%) y para el nivel 2 (SD = 36.23988 y CV% =
11.00%). Estos resultados se difieren con los datos de verificacion de
desempefio analitico en dos plataformas tecnolégicas Architect ¢c8000 vy
Au480 del hospital infantil de México en el afio 2017.Utilizaron materiales de
control de tercera opinidon en dos niveles diferentes segun la guia EP15-A2,
sus valores obtenidos de la precisién intraensayo e interensayo de los 15
analitos, en términos de desviacion estandar y coeficiente de variacion se

compararon con las especificaciones de cada fabricante. Segun el
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instrumento Architect C8000 los valores de la precision intraensayo en cada
nivel de concentracién fue de 4 (16%) analitos y del interensayo 9 (60%)
analitos. Sin embargo los resultados obtenidos con el instrumento Au480
fueron para precision intraensayo en 7 (47%) analitos y en el intraensayo 8
(53%) analitos (29). Estos resultados evidenciaron en la verificacion del
procedimiento de medida que no siempre tendra resultados aceptados en
todos los analitos. La verificacion de desempefio permiti6 mejorar las
plataformas tecnoldgicas, puesto a la adquisicion de un nuevo instrumento

requiere estandarizacion y vigilancia de los aspectos técnicos.

Asimismo los controles empleados nivel 1 y nivel 2 (muestra control y muestra
de paciente) de HBsSAg en este estudio, donde la verificacion de
especificaciones de desempefio declaradas por el fabricante para precision en
condiciones de repetibilidad, fue calculado estadisticamente la desviacién
estandar para el nivel 1 y nivel 2 (SD = 0.198872 y SD = 12.90771,
respectivamente). Para precision en condicion intermedia o intralaboratorio los
calculos de la desviacion estandar fue para el nivel 1 y nivel 2 (SD =
0.323298 y SD = 36.23988, respectivamente). Se asemeja al estudio
realizado en el servicio de laboratorio clinico del Hospital Il de Goyeneche en
el afio 2016. Utilizaron muestras control no comerciales y de origen humano
(pool de sueros) para evaluar el control de calidad interno de glucosa y
creatinina, segun protocolo CLSI EP15 A2. En los andlisis de glucosa, la

precision intracorrida e intralaboratorio fueron aceptables con SD de 0.574 y
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0.222, 0.833 y 1.064; para control normal y control patoldgico,
respectivamente. En los analisis de creatinina, la precision intracorrida e
intralaboratorio fueron aceptables con SD de 0.019 y 0.028, 0.021 y 0.031;
para control normal y control patolégico, respectivamente (30). Por eso ambos
estudios comparten que el uso de un control interno de calidad no es
suficiente para evaluar el desempefio de un procedimiento de medida, por ello
es importante el monitoreo permanente de vigilancia, el cual sirva para

detectar algun error de tipo aleatorio.

En este estudio se utilizaron materiales de control (muestra control y muestra
de paciente) empleados como nivel 1 y nivel 2 de HBsAg. Para precision en
condiciones de repetibilidad, fue calculado estadisticamente la desviacion
estandar para el nivel 1 y nivel 2 (SD = 0.198872 y SD = 12.90771,
respectivamente). Para precision en condicion intermedia o intralaboratorio los
calculos de la desviacion estandar fue para el nivel 1 y nivel 2 (SD =
0.323298 y SD = 36.23988, respectivamente). Se asemejan con los datos del
estudio en el Hospital Nacional Sabogal Sologuren sobre el desempeiio del
procedimiento de medida de la Hormona Estimulante de Tiroides para verificar
la precision y la veracidad. Se usaron cinco muestras de control comerciales
por triplicado durante cinco dias con tres niveles de concentracion diferentes
segun protocolo de la guia CLSI EP15 A2. La precision de repetibilidad para el
nivel 1 = 0,001; para el nivel 2= 0,027 y para el nivel 3 = 0,168. La precision

intralaboratorio encontrandose para el nivel 1=0,003; para el nivel 2=0,038 y
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para el nivel 3=0,244 (31). Se demostr6 en ambos estudios resultados
comparables siendo menor a las especificaciones de desempefio declaradas
por el fabricante para cada nivel de control obtenidos en un rango deseado.
Por ello se debe realizar la verificaciébn de precisiébn antes de incorporar un

nuevo procedimiento de medida para emitir e informar resultados confiables.

4.3. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion no fueron éptimas para la
verificacion de la precision en la prueba de antigeno de superficie de hepatitis
B (HBsAQ), tanto para los dos niveles de control; muestra control patologica y
muestra de paciente de HBsAg con concentracion dentro del rango de
referencia mayor o igual a 1.0 index/mL, desarrollada en el Servicio de
Medicina Transfusional y Banco de Sangre del Hospital Centro Médico Naval
Mayor Cirujano Santiago Tévara , estos resultados pueden verse afectados
por multiples factores como el manejo de varios operadores en la corrida de
los controles del analizador, entre otros por lo tanto no son aceptables de

acuerdo a las especificaciones declaradas por el fabricante.

La verificacién de la precision en condiciones de precision de repetibilidad de
las especificaciones de desempefio del procedimiento de medida para la
prueba de antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg), es mayor a la
especificacion declarada por el fabricante en la muestra control (nivel 1) pero

menor en la muestra de paciente de HBsAg (nivel 2), siendo no aceptable
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para el nivel 1 y aceptable para el nivel 2 de la verificacion de precision.

La verificacion de la precision en condiciones de precision intermedia o
precision intralaboratorio de las especificaciones de desempeiio del
procedimiento de medida para la prueba de antigeno de superficie de hepatitis
B (HBsAg), es mayor a la especificacion declarada por el fabricante en la
muestra control (nivel 1) y muestra de paciente de HBsAg (nivel 2), siendo no

aceptables para la verificacion.

La verificacion para el cumplimiento de la precision segun parametros del
fabricante es menor a los valores obtenidos en condiciones de repetibilidad
(nivel 1= 16.31% y el nivel 2= 3.92%); y en condiciones de precision
intermedia o intralaboratorio (nivel 1= 26.52% y el nivel 2= 11.00%). De los 2
niveles evaluados de diferentes concentraciones resultaron no aceptables
para el nivel 1 y nivel 2, pero aceptables para el nivel 2 de precision de

repetibilidad.

4.4. Recomendaciones

En el servicio de Medicina Transfusional y Banco de Sangre del Centro
Médico Naval se recomienda la implementacién del protocolo CLSI EP15-A3
como guia de evaluacion de las estimaciones para el desempefio de las
pruebas cualitativas cuando se introduce un nuevo procedimiento de medida y

el uso de pipetas de alta precision como mejor instrumento. La unidad de
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inmunoserologia considera como indeterminado los valores de 0.7 a 1.3
(densidad o6ptica 30%) por encima o debajo valor del punto de corte (cut —off)
como medidas de precaucion. Se deben realizar una investigacion mas
profunda del proceso de analisis (verificacion) con el objetivo de determinar
las causas de variacion en los resultados al evaluar la verificacion de la
precision de HBsAg, el analizador Plataforma Tecnolégica Maglumi 800 Snibe
cuenta con un tiempo de dos meses en el Servicio de Medicina Transfusional,
por ello el personal del laboratorio clinico debe tomar medidas correctivas
oportunas en dicho marcador (HBsAg) para asegurar la calidad analitica de

los resultados.

Para el desarrollo de futuras verificaciones de precision en condiciones de
repetibilidad se deben contar con mayor cantidad de muestras (control
comercial, muestras de pacientes o pooles de muestras de pacientes) de
diferentes concentraciones que deben ser superiores a niveles de decision
meédica. Para mejorar el rigor en la estimacién se pueden extender hasta 7
dias adicionales para una 0 mas muestras (nunca menos de 5 dias) y el

procedimiento de verificacion debe ser realizado por el mismo operador.

Para futuras verificaciones de precision en condiciones intralaboratorio o
intermedia se deben contar con mayor cantidad de muestras (control
comercial, muestras de pacientes o pooles de muestras de pacientes) de
diferentes concentraciones que deben ser superiores a niveles de decision

meédica. Para mejorar el rigor en la estimacion se pueden extender hasta 7
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dias adicionales para una 0 mas muestras (nunca menos de 5 dias) y el
procedimiento de verificacion debe ser realizado por el mismo o diferente

operador.

Se recomienda que el area de gestion de calidad de un mayor seguimiento al
analizador con registros que optimicen la deteccion de errores principalmente

para cumplir con la verificacion de estandares establecidos por el fabricante.
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espocial considaracion,

Alentamenle,

Conlralmirante SN, {MC)
Wifredo OR A Luey

Director det Ce Méadico Naval
"Crujano Mayor Sanliago Tavara”
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ANEXO 2. VALORES DEL BGW, LIGHT CHECK Y CALIBRACION

powo

Marmington 373 ~ La Caters de la Mevosd ~ Sevguiio

D UIIVEREAL 6D &.4.C.

GUIA RAPIDA DE OPERACION

_MAGLUMI 800
SYSTEM TEST
1 ENCENDEIR EL ANALIZADOR PRESIONANDO LOS 2 BOTONES USICADOS EN LA PARTE

IZQUIERDA Y LUEGO ENCENDER LA COMPUTADORA DEL ANALIZADOR.

DOBLE CLIC EN EL ICOND DEL SOFTWARE: MAGLUMI USER

INGRESAR EL NOMBRE DE USUARIO ¥ CONTRASENA

REALIZAR EL MANTENIWIENTO DIARIO (LC-le y BGW)

4.1. COLCCAR LA BOTELLA DEL LIGHT CHECK (LC) EN LA POSICION 1 DEL RACK 1
(UTILIZAR RACK ESPECIAL)

4.2, VERIFICAR QUE HAYA SIDO LEIDO (IR A PESTARA PAC/REAC) ¥ CLIC EN OK

CLIC EN SYSTEM TEST ¥ ACTIVAR LAS OPCIONES QUE SE INDICAN EN LA GRAFICA

P = I G
- P 3
B ’
| Cawevhe
» o | S :
PR
- '

CICLOS: 3-3-3 /BGW: 1/ LC-le: 1

CLIC EN OK PARA COMENZAR
UNA VEZ TERMENADO EL PROCESO, IR A PESTARA RESULTADOS ¥ MACER CLIC EN

SYSTEM TEST
VERIFICAR LOS VALORES DEL BGW ¥ LC CON LA SIGUIENTE TABLA:

D | RLU o |
BGW 200 - 1200 0% |
LCHe T | €00,000-650000 = s3% "1,

Teldforos. 271-1250 Fax 271.2508
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D TUUERSAL 60 S.E L,

CONTROL DE CALIDAD

DA e W

©® N

10
11
12
13

14
15,
16

17.

18
19

INGRESAR LAS COPAS DE LOS CONTROLES EN LOS RACKS DE MUESTRAS.
REGISTRARLOS EN LA BANDEIA VIRTUAL: IR A LA PESTARA DE PAC/REAC
SELECCIONAR LA POSICION DEL RACK EN DONDE SE COLOCARDN LOS CONTROLES.
DEFINIRLOS COMO CONTROL HACIKENDO CLUIC EN EL BOTON CONTROL
SELECCIONAR EL NOMBRE DEL CONTROL ¥ HACER CLIC EN OK.

ACTIVAR EL CONTROL: CLIC EN LA PRUESA DEL CONTROL (CAMBIA DE COLDR
RDN0 A VERDE)

REALIZAR ESTOS PASOS CON TODAS LAS PRUEBAS A CONTROLAR.

AL TERMINAR CLIC EN OK

FINALMENTE, CLIC EN INIOO PARA COMENZAR EL PROCESO.

DE TA D

IR A LA PESTARA DE RESULTADOS ¥ MACER CLIC EN JOURNAL

HACER DOBLE CLIC EN EL RESULTADO DEL CONTROL

VERIFICAR QUE EL RESULTADO SE ENCUENTRE DENTRO DEL RANGO DEFINIDO
PARA VALIDAR £L CONTROL: SELECOIONARLD Y PRESIONAR “F7* (SE MUESTRA UN
“** AL LADO DERECHO DEL RESULTADO)

PARA VALIDAR EL CONTROL: CLIC EN VALIDO (PARTE INFERIOR DE LA PANTALLA)
REALIZAR ESTOS PASOS CON TOOOS LOS RESULTADOS DE LOS CONTROLES

PARA VISUALIZAR LAS GRAFICAS DEL QC: HACER CLIC EN LA PESTARA QC
SELECCIONAR LA PRUEBA QUE SE DESEA VISUALZAR

MACER CLIC EN EL RECUADRO RQUIERDO DEL CONTROL DE CALIDAD

SE MUESTRAN EL RESULTADO DEL CONTROL EN LA GRAFICA.

20. CLIC EN SALVAR

CALIBRACION DE LAS PRUEBAS

NPNEWNM

CLIC EN LA PESTARAS DE PAC/REAC

SELECCIONAR LA PRUEBA A CALIBRAR ¥ MACER CLIC EN CALIBRAR

SE MUESTRA UN AVISO DE CONFIRMACION DE CALIBRACION

CLIC EN OK PARA COMENZAR LA CALIBRACION

UNA VEZ TERMINADA LA CALIBRACION CLIC EN LA PESTARA DF PAC/REAC
SELECCIONAR EL REACTIVO QUE SE CALIBRO

CUC EN VER PARA VERIFICAR LOS PARAMETROS:

CV (s10%) - ensayo de 1 paso
CV (515%] ~ ensayo de 2 pasos
DESVS ([M-L) s 20%)
TOLERANCIA < 70%

51 SE CUMPLEN LOS PARAMETRO DE VALIDACION, CLICK EN VALIDAR ¥ LUEGD
CLIC EN SALVAR
CASO CONTRARIO, REALIZAR LA CALIBRACION NUEVAMENTE

Hamngéon 373 - La Calers ae la Merced! — SurquiWe  Teléfonos: 271.1250  Fax: 271.2508
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Lol o

LY

-

NEpeRN

AREIR LA BANDELY DE MUESTRAS DEL AMALIFADDR

RETERAR EL RACK D BALMESTRAS ¥ COLOCAR LAS MUESTRAS CON LOS CODMGOS BF

BARRA ORIENTADDS HACLS LA DERECHS PARA OUE PUBDAN SER LEIDDS

COOaAR EL RACK DF MUESTRAS ¥ CERRAR L& PLERTS

HACER CILIC EN PAICSREALT

VERIFECAR QUE LOS OODRGOS MAYAN 5100 LENDNDS FOA EL ANALIFADOE O INGRESAR

L% DATOS DE PMARNE R RANLAL

INGRESD MANUAL: DISITAR EL BOMBEE O CO050 DEL PACIENTE POR DLIPLICADND -

.1, INGRESAR LOS DATOS DEL PACIENTE EN L& POSICAIN CORRECTA,

&3 PRESIONAR ENTER ¥ DIGITAR LOS DATOS DEL PACHENTE MUEVAMENTE (51 AMBOS
DATCE S0M BFUALES EL TEXTO CA MBI A COLOR WERDE)

SELECOIIMAR LAS PRUEBAS DE Calw PACIEMTE (CAMBLA BE COLOR ROM A WERDE)

FARA VERIFKCAR LAS PRUEBAS SELECOIONBDAS HACER CLWC EMN GRLUPD

PARA AEGRESAR & LA PANTALLA ANTERSDR CLIC EN LISTA TEST

. REPETIE LOS PASDS ANTERIORES PARA TODNIS LOS PACIENTES
. UNA VEZ INGRERADCS TOODOS LOS DATOS, OLIC BN SsLWRRE

HACER CLIC EN INSCIOD PARA COMENZAR EL PROCESD,

VALIDACION DE RESULTADOS

SELECCIOMAR LA PESTARA [ RESLILTADOS
CLIC EN MMPRMAL PARA VISLIALIZAR LO% RESULTADOS DE LAS RMUESTRAS
FARA WALIDAWR LOS RESULTADDS: PRESIOMAR “F7~ [(APARECERA LN == AL LADD
DERECHDN
HACER CLIC EM WALIDDY (FARTE INFERIGR DE LA PANTALLA])
LAS BAUESTRAS VALIDADAS DESAPARECERAN DE L& VENTANA POLUMEPMAL ¥ SE
GLIAATRERAN EN LA WENTARA WALIDD
CLEC M WALIDCY FARA WIS LALIZAR LIOS RESLR TADDS VAaLIDADOS
IMPRIMIE EL REPOHTES DF RESULTADOS:
71 EM LA FESTARA VALIDO, CLIC BN LA MSESTRA A IMPRIBAIE ¥ FRESIONAR FTF [SE
BLRESTRA, LN =*=]
WS WET SELECCHINADDS, CLEC EN IMPRIMIRE ¥ LOS RESULTADOS SERAN
IFPRESOS EM UiMA LISTA GEMERAL
FARS IMPRISASE LOS RESULTADDS COM DMTOS MAS COMPLETOS CLIC EN IRECRBAE

CLIC EN IMPORT AR
. CLEC £ WSODSFRCAR PARS EDHTAR LOE DATOS DE LOS PACIENTES ¥ LUEGDO CLIC BN
Sl

1L SELECCIONAR MLUESTRAS QUE SE DESEA IMPRIMIE ¥ OLIC EN IMPRISGIR.

Harogon 373 = La Caler o i Meeed' — Sunpnby Tesdéanos S71-1250  Fas 27r.2800
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ANEXO 3. CONTROL INTERNO MAGLUMI (CLIA) HBsAg

Il.“}E PAAGLLIS LIS SYSTE R

MAGLUMI HBsAg Quality Control Information

011 Bl 1 bests

1 MAGLUMI Internal Cuallty Comirel
For MAGLUMI HlsAg (Loz032 1 TETI 1NNy
efere=ae [Rangs fof l.-l.ul.ﬁr.lm'l!_lntnnull;j_-:nlltr Contral: -

00 Type | LIt .!- Target valus Rimge —l*
128 |
—

l =
Isbsrrm] o | indeximi | 126 .62 - 164

Motes:

1. Above mean value coly used for specific k5 LOT, it may vary when reagent ol clangss.

2. LOT wish X ez 0], 012/0} and an,

3. Resulis may differ emong laboratories due @ varistions in caporimen? conditioss and say
material. Each laboralory should establish itz ows referesce anpe for i quality eontred
sysiem

4, To enwwre stable performesces ol The raly?ers il socursie Fepslns of the tess, only reagems
emd coneramables from SWIBE is applicable to be used on MATGLLIMI CLLA anslveers.
SMIBE will not iske responsibdlity of the corsequences iff any end user does not follow this
requirement indicated in MACLLMM] produt packaps inscria

Sambility:

Unopened: Stable until the expiry daie at 2.8 °C

Afer opes: Siable for T days when propesly stoned ar 2-8 °C,

It is recommended 1o separale the control inte weveral aliquols by 500wl per vial and Geene af
=207, The frecen contrel & stlble for 3 months. The cosirols mey st be fnzen and thawed more
tham 1 times.

Sherahn Mews Tndustriss Blomesdical Englasering Co., L1d G- N e Ag-(CT-ER-¥1 0
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Lote QC Informe

| macLus 800 et HBsAg NombreQC | HesAg N. Lote os317071101 |
Unid pey Indexy/mi
+35D — P ——t
+250
4150
g H———— —_ ———————
-150
.
/\ .
250 3 /e
p \ /
-35D . - - — . . S S—
T 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
HBsAG-05317071101
Valor Diane 12.600 soomms | 1260 ~ cvoiana 10.000% .
ValorMedido | 10.026 SD Medido | 0.818 CV Medido 8.161% -
1] 9460 |2 10990 [3] sses [4] 10870 5| 10140 [6] 7 8| ) 10 1
12 13 14 15 118 |27 18 19 of - faa]  Ja2]
23] 124 25 ES 27 28) = nT |
Fecha Impresin 2018-02-22 11:44:58 Operador | snibe Verthcador
LQCM“:N18-02-18~2018-02-22 Operador : snibe MAGLUMI 800 Page: 1
N. Nombre QC N. Lote Ciclo Nivel Resultados Razén
1 HBsAg 05317071101 1 Soltero Advartencis 1-28
2 HBsAg 05317071101 Soltero Fuera De Control 418
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ANEXO 4. INSERTO DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DE HEPATITIS B

MAGLUMI HBsAg (CLIA)

Shenzhen New Industries
Biomedical Engineering Co.,
Ltd.

No.18, Jinhui Road,

Pingshan New District,
Shenzhen, 518122, P.R.China
Tel: 0086-755-21536601
Fax:0086-755-28292740

Store at 2-8°C
CAUTION: COMPLETELY READ THE
INSTRUCTIONS BEFORE PROCEEDING
SYMBOLS EXPLANATIONS
“ MANUFACTURER
DE CONSULT INSTRUCTIONS FOR USE

CONTENTS KIT COMPONENTS

IN VITRO DIAGNOSTIC MEDICAL
DEVICE

BATCH CODE

USE BY

CATALOGUE NUMBER

o TEMPERATURE LIMITATION
( STORE AT 2-8 °C)

SUFFICIENT FOR

THIS WAY UP

N

274 Y KEEP AWAY FROM SUNLIGHT
-

H

053 HBsAg -V5.0-en-others 2017-07

INTENDED USE

The kit has been i for the qualitati determination of
Hepatitis B surface antigen (HBsAg) in human serum.

The test has to be performed on MAGLUMI Fully-auto
chemiluminescence immunoassay (CLIA) analyzer (Including
Maglumi 800, Maglumi 800, Maglumi 1000, Maglumi 1000 Plus,
Maglumi 2000, Maglumi 2000 Plus, Maglumi 4000 and Maglumi
4000 Plus)

Catalog Number Specification
130210001M 100 tests
130610001M 50 tests

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

HBV is transmitted through infected body fiuids, including blood,
semen, and vaginal fiuids (including menstrual blood). It also can
be transmitted from a pregnant woman to her child at or near the
time of delivery.

Hepatitis B surface antigen (HBsAg) is one of the most frequently
performed tests for HBV. This HBV antigen is the earliest indicator
of an active hepatitis B infection. This antigen may be present
before symptoms of an HBV infection are present. If this antigen
level remains high for more than 6 months, then people will
probably become a carrier of HBV, meaning people can transmit it
to others throughout people 's life.

Hepatitis B surface antibody (HBsAb) is also one of the most
common tests for HBV. Usually this antibody appears about 4
weeks after HBsAg disappears and means that the infection is at
the end of its active stage and people cannot pass the virus to
others (people is no longer contagious). This antibody also
protects people from getting HBV again in the future. The test is
done to determine the need for vaccination; the antibody will be
present after receiving the HBV vaccine series, showing that
people has protection (immunity) from the virus. Occasionally the
test may show that people have both HBsAb antibodies and
HbsAg antigen antibodies; in this case, people is still contagious.
Hepatitis B core antibody (HBcAb) is an antibody to the hepatitis B
core antigen. This antibody appears about 1 month after an active
HBYV infection. It can be found in people who had an infection in
the past and in those with long-term (chronic) HBV. It usually is
present for life.

Hepatitis B e-antigen (HbeAg) is an HBV protein that is only
present during an active HBV infection. This test determines how
contagious people is. Testing for this antigen can also be used to
monitor the effectiveness of treatment for HBV. Hepatitis B
e-antibody (HBeAb) shows that the active stage of the HBV
infection is almost over and the risk of being contagious is greatly
reduced. HBeADb is usually present during chronic HBV infections.

PRINCIPLE OF THE TEST

Sandwich chemiluminescence immunoassay;

Use ABEI to label an anti-HBs polyclonal antibody, use another
monoclonal antibody to coat magnetic microbeads. The sample,
(or calibrator/control, if applicable), buffer and magnetic
microbeads are mixed thoroughly and incubated at 37°C, after
precipitation in a magnetic field, decant the supernatant, and
perform a wash cycle. Then add ABEI! Label, incubate to form
sandwich complexes, then perform another wash cycle.
Subsequently, the starter 1+2 is added to initiate a flash
chemiluminescent reaction. The light signal is measured by a
photomuitiplier within 3 seconds as RLU, which is proportional to
the concentration of HBsAg present in samples.

CONTENTS| kit COMPONENTS

Material Supplies
1/4
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Component 100 tests | 50 tests
Magnetic Microbeads: TRIS buffer,
0.09%NaNs, coated with anti-HBs 2.5mL 2.0mL

monoclonal antibody.

Calibrator Low: phosphate buffer,
containing BSA and Hepatitis B Surface
(E. coli, Recombinant) Antigen,
0.09%NaNs.

3.0mL 20mL

Calibrator High: phosphate buffer,
containing BSA and Hepatitis B Surface
(E. coli, Recombinant) Antigen,

3.0mL 2.0mL
0.09%NaNs. ‘

Buffer: Tris buffer, containing BSA,

0.08% NaNs. 125mL | 7.5mL

\\y,
O

KEEP AWAY FROM SUNLIGHT

" CALIBRATION AND TRACEABILITY

1) Traceability

To perform an accurate calibration, we have provided the test
calibrators standardized against the WHO 1st International
Standard Panel 03/262.

2) 2-Point Recalibration

Via the measurement of calibrators, the predefined master curve is
adjusted (recalibrated) to a new, instrument-specific measurement
level with each calibration.

3) Freq y of Recalibration

ABEI Label: anti-HBs polyclonal
antibody labeled with ABEI, containing 22.5mL 12.5mL
BSA, 0.09%NaNs.

All reagents are provided ready-to-use.

Reagent Vials in kit box

Internal Quality Control: phosphate

buffer, containing BSA and Hepatitis B
Surface (E. coli, Recombinant) Antigen, 20mL
0.09%NaNs,. (For target value, refer to

Quality Control Information data sheet)

nternal quality control is only applicable with MAGLUMI system.
For instructions for use and target value, refer to Quality Control
Information data sheet. User needs to judge results with their own
standards and knowledge.

Accessories Required But Not Provided

MAGLUMI Reaction Module REF: 630003

. After each exchange of lots (Reagent Integral or Starter
Reagents).

. Every week and/or each time a new Integral is used
(recommended).

« After each servicing of MAGLUMI Fully-auto
chemiluminescence immunoassay (CLIA) analyzer.

« If controls are beyond the expected range.

« Whenever room temperature changes exceed 5°C
(recommended).

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Sample material: serum

Collect 5.0mL venous blood into Blood Collection Tube. Separate
serum by centrifugation after standing whole blood at room
temperature.

Avoid repeated freezing and thawing. The serum sample can be
frozen and thawed for only two times. Stored samples should be
thoroughly mixed prior to use (Vortex mixer).Please ask local

MAGLUMI Starter 1+2 REF: 130299004M

MAGLUMI Wash Concentrate REF: 130299005M

MAGLUMI Light Check REF: 130299006M

Please order accessories from Shenzhen New Industries
Biomedical Engineering Co., Ltd (SNIBE) or our representative.

Before the sealing is removed, gentle and careful horizontal

shaking of the Reagent Integral is essential (avoid foam formation!)

Remove the sealing and tumn the small wheel of the magnetic

microbeads compartment to and fro, until the color of the

suspension has changed into brown. Place the Integral into the

reagent area and let it stand there for 30 min. During this time, the
ic microbeads are at i itated and «

rep ive of SNIBE for more details if you have any doubt.

Specimen Conditions

« Do not use specimens with the following conditions:
(a) heat-inactivated specimens;
(b) Cadaver specimens;
(c) Obvious microbial contamination.
Use caution when handling patient specimens to prevent
cross contamination. Use of disposable pipettes or pipette tips
is recommended.
Inspect all samples for bubbles. Remove bubbles with an
applicator stick prior to analysis. Use a new applicator stick for
each sample to prevent cross contamination.
Serum specimens should be free of fibrin, red blood cells or
other particulate matter.
Ensure that plete clot fc ion in serum sp 1s has
taken place prior to centrifugation. Some specimens,

resuspended.
Do not interch, integral P from different
reagents or lots!

Storage and Stability

+ Sealed: Stored at 2-8°C until the expiration date.

» Opened: minimum stability 4 weeks. After this period, it is still
possible to keep on using the Reagent Integral provided that
the controls are found within the expected ranges.

« To ensure the best kit performance, it is recommended to
place opened kits in the refrigerator if it's not going to be used
on-board during the next 12 hours.

H THIS WAY UP.

053 HBsAg -V5.0-en-others 2017-07

pecially those from patients receiving anticoagulant or
thrombolytic therapy, may exhibit increased clotting time. If the
specimen is centrifuged before a complete clotting, the
presence of fibrin may cause erroneous results.

Preparation for Analysis

« Patient specimens with a cloudy or turbid appearance must be
centrifuged prior to testing. Following centrifugation, avoid the
lipid layer (if present) when pipetting the specimen into a
sample cup or secondary tube.

+ Specimens must be mixed thoroughly after thawing by low
speed vortexing or by gently inverting, and centrifuged prior to
use to remove red blood cells or particulate matter to ensure
consistency in the results. Multiple freeze-thaw cycles of

P 1s should be avoided.

« All les (Patient i or ) should be tested
within 3 hours of being placed on board the MAGLUMI
System. Refer to the SNIBE service for a more detailed

214
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discussion of onboard sample storage constraints.

+ To ensure consistency in results, specimens must be
transferred to a centrifuge tube and centrifuged at =1,000
RCF (Relative Centrifugal Force) for 15 minutes before testing
if they contain fibrin, red blood cells, or other particulate matter,
or they were frozen and thawed.

Storage

* If testing will be delayed for more than 8 hours, remove serum
from the serum separator, red blood cells or clot. Specimens
removed from the separator gel, cells or clot may be stored up
to 12 hours at 2-8°C.

+ Specimens can be stored up to 30 days frozen at -20°C or
colder.

Shipping 20 min | Incubation
« Before shipping speci it is d that 400 L | Wash cycle

specimens be removed from the serum separator, red blood +200 UL | ABEI label

cells or clot. When shipp i must be packaged 20min | Incubation

surface.
« For detailed handiing precautions during system operation,
refer to the SNIBE service information.

TEST PROCEDURE

To ensure proper test performance, strictly adhere to the operating
instructions of MAGLUMI Fully-auto chemiluminescence
immunoassay (CLIA) analyzer. Each test parameter is identified
via a RFID tag on the Reagent Integral. For further information
please refer to MAGLUMI Fully-auto chemiluminescence
immunoassay (CLIA) analyzer Operating Instructions.

100 uL | Sample, calibrator
+100 pL | Buffer
+20 uL | Magnetic Microbeads

and labeled in compliance with applicable state, federal and
intemational regulations covering the transport of clinical

and i sub pecil must be
shipped frozen (dry ice).

WARNING AND PRECAUTIONS FOR USERS

[ivo]

« For use in IN-VITRO diagnostic procedures only.

« Package insert instructions must be carefully followed.
Reliability of assay results cannot be guaranteed if there are
any deviations from the instructions in this package insert.

Safety Precautions
CAUTION: This product requires the handling of human
specimens.

« All samples, biological reagerils and materials used In lhe

400 L | Wash cycle
3s | Measurement

DILUTION

Sample dilution by analyzer is not available in this reagent kit.
Samples with concentrations above the measuring range can be
diluted manually. After manual dilution, multiply the result by the
dilution factor.

Please choose applicable diluents or ask SNIBE for advice before
manual dilution must be processed.

QUALITY CONTROL
« Observe quality control guidelines for medical laboratories
« Use suitable controls for in-house quality control. Controls
should be run at least once every 24 hours (a run cannot
exceed 24 hours), once per reagent kit and afler every

assay must be considi p ially able to i
infectious agents. They should therefore be disposed of in
with the prevailing regulations and guidelines of

the agencies holding jurisdiction over the laboratory, and the
regulations of each country. Disposable materials must be
incinerated; liquid waste must be decontaminated with sodium
hypochlorite at a final concentration of 5% for at least half an
hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an
overkill approach. A minimum of one hour at 121°C is usually
considered adequate, though the users must check the
effectiveness of their decontamination cycle by initially
validating it and routinely using biological indicators.

« It is recommended that all human sourced materials be

id potentially infectious and handled in accordance

with the 29 CFR. 1910.1030 Occupational exposure to

bloodborme pathogens. Biosafety Level 2 or other appropriate

biosafety practices should be used for materials that contain

or are suspected of containing infectious agents.

This product contains Sodium Azide; this material and its

container must be disposed of in a safe way.

« Safety data sheets are available on request.

Handling Precautions
« Do not use reagent kits beyond the expiration date.
« Do not mix reagents from different reagent kits.

» Prior to loading the Reagent Kit on the system for the first time,

the microbeads requires mixing to re-suspend microbeads
that have settled during shipment.

For microbeads mixing instructions, refer to the KIT
COMPONENTS, Preparation of the Reagent Integral section
of this package insert.

To avoid contamination, wear clean gloves when operating a
reagent kit and sample.

« Pay attention to the residual liquids which has dried on the kit
053 HBsAg -V5.0-en-others 2017-07

ion. The control intervals should be adapted to each
laboratory’s individual requirements. Values obtained should
fall within the defined ranges. Each laboratory should
establish guidelines for corrective measures to be taken if
values fall outside the range.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

1) Limitations

A skillful operation and strict adherence to the instructions are
necessary to obtain reliable results.

Procedural directions must be followed exactly and careful operation
must be used to obtain valid results. Any modification of the
procedure is likely to alter the results.

B i ion or freeze-thaw cycles may affect

the test results.

2) Interfering Substances
The assay is unaffected by bilirubin<0.4 mg/mL, haemoglobin<10
mg/mL or triglycerides< 20mg/mL.

3) HAMA

Patient samples containing human anti-mouse antibodies (HAMA)
may give falsely elevated or decreased values. Although
HAMA-neutralizing agents are added, extremely high HAMA

serum conc 1S may i infl results.
RESULTS
1) Calculation of Results

« The analyzer automatically calculates the HBsAg
concentration in each sample by means of a calibration curve
which is generated by a 2-point calibration master curve
procedure. The results are expressed in index/mL. For further
information please refer to the the operating instructions of

3/4
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MAGLUMI Fully-auto chemiluminescence immunoassay
(CLIA) analyzer.
» Conversion factor: 1 lU/mL = 10 index/mL

2) Interpretation of Results
Results obtained with the MAGLUMI HBsAg assay can be
interpreted as follows:
. Non-reactive: A result less than 1.0 index/mL (< 1.0index/mL)
is considered to be negative.
. Reactive: A result greater than or equal to 1.0 index/mL is

(2 1.0 index/mL) consi to be positi
If Sample test result is out of assay range, sample can be dilute
mannually, PLEASE N AT LY HBsAb and HBs

BOTH NEGATIVE HUMAN SERUM CAN BE USE AS DILUENT,
(Bovine Serum can not be use as diluent here). After manual
dilution, multiply the test result with the dilute ration.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
1) Precision
Intra-assay coefficient of variation was evaluated on 3 different
levels of controls. Repeatedly measure 10 times in the same run to
calculate the coefficient of variation.

Intra-assay precision

Control Mean(index/mL) SD(index/mL) CV%
Level 1 6.07 0.21 3.46
Level 2 98.47 3.28 3.33
Level 3 432.16 13.22 3.06

Inter-assay coefficient of variation was evaluated on three batches
of kits. Repeatedly measured 3 different levels of controls 10 times
in the same run, and 30 times for each levels to calculate the
coefficient of variation.

Inter-assay precision
Control Mean(index/mL) SD(index/mL) CV%
6.287 0.25

Level 1 3.98
Level 2 103.57 3.15 3.04
Level 3 457.81 15.20 3.32
2) Analytical Sensitivity
<1 index/mL.

The detection limit represents the lowest analyte level that can be
distinguished from zero.

3) Specificity

The specificity of the HBsAg assay system was assessed by
measuring the apparent response of the assay to various
potentially cross reactive analytes.

No cross reaction with IgG or IgM antibody of HAV, HCV, HIV,
syphilis, EBV. Non HBV infected sample which is RF or ANA
positive, ,this reagent’s determination results show negative. When
HAV antigen, HCV core antigen, HCV NS3, HCV NS5 separately
reachs a concentration of 100ng/mL, HBsAg detection show
negative. When HBeAg =1124.683 index/mL, HBsAg detection <1
index/mL.

4) Recovery

Consider Calibrator High of known concentration as a sample,
dilute it by 1:2 ratio with diluents, and measure the diluted
concentration for 10 times. Then calculate the expected
concentration and recovery of measured concentration. The
recovery should be within 80% -110%.

Expected Mean Measuring Recovery
1581.140 indexymL  1563.755 index/mL 98.9%
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ANEXO 5. MUESTRAS DE ESTUDIO

PRECISION
NUMERO DE CONCENTRACION UNIDADES
MUESTRA
Muestra control 11.6 Index/mL
Muestra de paciente 2616 Index/mL

(CD 303)

Fuente: Elaboracion propia
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NIVEL 1 (MUESTRA CONTROL) NIVEL 2 (MUESTRA DE PACIENTE)
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ANEXO 6. FLUJOGRAMA DE LA PRUEBA DE GRUBBS

Fuente: Guia del protocolo EP15-A3 de la CLSI (2014).
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ANEXO 7. DATOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA CONTROL (NIVEL 1) Y

MUESTRA DE PACIENTE (NIVEL 2) POR QUINTUPLICADO DURANTE CINCO
DIAS

DIA1

MAGLLUIMI B00  Page . 1

(Lw] Sugnay RLL

Firiesh Tirme

2, SSEETE
3 BaTi12
-4 SR
8: BATNEA
‘B SEATES

Maar: SO0EFS DWWl O7 AMB-2-18 183

T z=7
& 207
& 220
& 204
6 240

Miaan: 23T CV%]: B8 S0UB.02-18 1858




Journal List - 2018 Operaior © snibe MAGLUMI BOD  Page : 1
SamplalD Assay Dil RLU Concantration IF iy
EHBaADS HBsAg 15140 PO A 306 indscgimL R

2481 POS 384T |ndeosmi ]
Mean SD8S CV3 5% Maan POS 3162 indeml. CVHE Fob
SHEsAGST HEsAg 1:1728487 POS Z238.8 indeml. R -
EAETOB0S POS 20069 indeaiml 21
Mean 18ITE4E CV-2 2% Maan POS 3162 3 ndewml OV F1%
#EITITHONE HBaAg 1G4 POS 9,480 indexirl R
MaanBEd2 CWv.0% Miaan: PO 5450 indeeiml CWH0. R
MIVELI HBlaAg 1:3376 © D 1,338 indaxknil »
23840 POS 1,629 indaximil =
I8 POIS 2008 indeximl, P
42420 IND 1,384 inchascil =
SATIT POS 1,718 inclaosml.” =
Moan 3838 O B TH MaarPOS 1,514 indewml, O 1E-3%
HVELN HEsAg 1.2TBA2G POE 350, 1 insscml =
T FRE514 POS BR300 indml =
L ITO5ES POE 3501 indeximl >
A:2TERAE POES B55 7 indeiml -
: B:2707E1 PO 382 indasiml P

MearcBlale CV3 4% MeanPOS 3812 indawml CV 3%
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DIA 2

System Test : 2018 Operator : snibe MAGLUMI 800 Page - 1 J

1> T Assay RLU Finish Time
LCde 7

2 581770

3 se22%2

4 585048

5: 582471

&: seacet

Meen: S89848 CV[%} 1.7 2018-02-19 141805

2 288
37
4 301
s 292
& 318
Maan: 30G CV[%]) 40 ' 201802-19 141353
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DIA 2

[ Journal List - 2018 Operator : snibe MAGLUMI 800 Page: 1
SampielD Assay Dil. RLU Concentration Flag
#OSI1 70T 11018 HBsAQ 1-11008 POS 10 99 incsmi. c
. Mear 11008 CV.0.0% Mean POS 10.98 indaxml. CV:.0.0%
NIVEL! HBsAg 12821 IND 0 861 indeximl. -
Mean 2821 CV-0.0% Mear: IND 0.881 indextnl. CV0.0%
NIVELI HBsAQ 1298143 POS 385.2 indeximl >
Moan 208143 CV0.0%  Mean POS 385 2 indeximi. CV.0 5%
NIVELI HBsAQ 1-2687 IND 0.788 ndend'ml
22939 IND 0,828 indeximi
3.3074 IND 0.969 indeximl. -
43216 IND 1.157 indeximi >
Mean 2076 CV.7.6% MearcIND 0.948 indesiml. CV. 16.4%
NIVELN HBsAG 1.279571 POS 380.1 indeximL >
22600668 POS 346.8 indasmL. >
3287670 POS 371.0 indexdmt. >
4289213 POS 373.1 indsximl >
Mean 2815630 CV32%  Mean POS 362 7 indeximl. CV:3 >%
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DIA 3

sy-umm:zo{s

—— e e e ——

Operator : snibe

méwuaoo Page : 1

D Assay

RLU

Finish Time

LCe

1: 807008
2 586669
3 589189
4: 584287
5: sesa382
6 883314
Mean: S89359 CVINI15

2018-02-20 00:10.22

BGW

1:277
2:281
3. 260
4273
5:272
6. 278
Mearx 273 Cwi%r 27

2018-02-20 00:08:10
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[ Joumnal List : 2018 Operator : snibe MAGLUMI 800 Page : 1 |
SamplelD RLU Concentration Flag
SNM7170627018 11559 NEG 0.010 ndex'mt <<
Meerc 1538 CV.0.0% MeancNEG 0.010 indenim| CV-0 (<<
MOSI17O711014 1:9475 POS 8988 Indexwml.
Meanc8475 CV0.0% Mean:POS 8 668 indexmi CV.0.0%
NI DAY 1:2549 IND 0.713 incesumL D
Mean 2549 CV.0.0% Moan:IND 0.713 indeximi. CV:0.00
NI DIAZ 122207 NEG 0.526 indeximL D
Mean:2207 CV-0.0% Moan:NEG 0,526 indesimi CV0 0%
NIVELI 13080 IND 1.017 indexmL >
22068 IND 0.942 indesmil
233008 IND 1.026 indesximi. >
42084 IND 0.950 mdeximi
573066 IND 0.995 indeximi.
Mean:3041 CV2.0% Mear:IND 0.981 indexdml CV-3.6%
NIVELN 1:225148 POS 267 8 indeximlL >
2237540 POS 304.1 incesuml »
2237308 POS 303.8 indeximL >
4224090 POS 286 4 IncewmL >
5: 264801 POS 326 8 indessmL >
Meean 235777 CV 5. 3%

Maan POS8 301.8 indeximl. CV.5.5%




DIA 4

Syatem Teat © 2018 Oparator : sniba

Assay RLU |
LG

MAGLUMIBOO  Page : 1

Finieh Tirme

1: GlaaES
& TE18BE
& SBOodT
]
G SE4TE
6. 5BB3GS
Mearr 553434  CW]%] 1.3

2016-02-21 D830

BGW 1: 180
il ]
X 0
4 158
& 1985
8 20
Moarr 204 CW%: 8.3

20180221 08:39:81
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DIA 4

r Jowrnal List : 2018 MAGLLUMI BO0 Fm:1_||
SamplelD Assay Dil. RLU Concantration Flag
#0531 TOTI10E HBsig 1-1DEak POS msri--u;-u
Mlaan: § 0580 CW0, 0% MeanPOS 10057 indewiml CW0.0%
NIVEL) HEsAG 1: 3485 POE 1,461 indacoml E
v IND 1238 imdlacml.
33084 POE 1 A5 indeximl
43151 MDY 4 08, indleoefml -
5.M0ES ND 0973 indaximl
Maan: 3373 CWFT T PMasan: IND 1278 indecoml CV-21.%
MIVELN HBsAg 1280188 | POS 2208 inceximl . -
st O POS 32008 indecimil. =
20808 POS 3218 indaximl -
4383081 POS 338 3 indasiml B
B:288120 POE 328 7 indaximl

Mean: H5e086 SV T 7%

Mlann:POS 3259 indea’ml CV-2.5%
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| SLC-es TS

2018-02-22 OE-4T 50
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DIA 5

Joumal List ; 2018 Operabor © sniba MAGLUMI 800 Page 1J
SampisiD Agsay Dil RLU Concartraticn Flag
wOS3TTOT1I0AR HBasg 1:10385 FOE 10,14 incasml.

Mlaan: 1 0365 CWA0. 04 M POS 10 14 indeximl SW0L0%
MINELI HBsag 13518 POE 1 453 inchemsml. =
=3x8 IND 1157 irclessmlL. -
3ETA IND 1,230 incamiml. =
D IND 1357 inchecimL -
83163 IND: 1068 indssimL =
ear X313 G4, 3% Mlaan M0 1 268 mcaomL OV 12 =%
HWIWELN HlaAg 12aisn POS 2831 indeximil >
2241860 POS 306 5 el E
el POE 282,73 irdex'ml -
422450 POE 286 & | nalsaiml »
S POS 2814 indisaiml. -

M 2377897 O3 0%

IMaan POS 2908 indax/mil. G2 5%
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ANEXO 8. CALCULOS ESTADISTICOS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA
MUESTRA CONTROL DE HBSAG.

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.45763704 4 0.36440926 |9.21385512 0.00021708 2.866081402
Dentro de los
grupos 0.7910028 20 0.03955014
Total 2.24863984 24

Fuente: Elaboracion propia

Varianza intra corrida

[\/w = MS2 ) MS2= 0.03955014} [VW = 0.03955014}

Varianza entre corridas

[ MS1 > MSZ} ‘ [0.36440926 > 0.03955014 } No =5
VB = {Mﬁﬂ [VB . 0.064971824}
o
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Estimar el desvié Estandar en condiciones de repetibilidad

[SR = Vw 1 [ Vw = 0.03955014 1

[SR = 0.039550141 —> [ SR =0.19887216 index / mL}

Estimar el desvi6é estandar entre corridas

[SB = VB J [ VB = 0.064971824}

[SB = »,fn.ne49?1524} [ SB =0.254895712 }

Estimar el desvié Estandar en condicién Intralaboratorio

[ SwL= VVw + VB } [ Vw= 0.03955014} [ VB =0.064971824 1

[ SwL = 0.03955014 + 0.0549?1524} ‘ [SWL =0.323298 index/ mL}
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Estimar el coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad

SR
CVRr = x 100 { SR = 0.19887216 index /mLJ

[ X=1.219 index /mL }

[CVR = (0.19887216 / 1.219) x 100J L [ CVR =16.31436% }

Estimar el coeficiente de variacién en condiciéon intralaboratorio

SWL
CVwL = x 100 [ SwL = 0.323298 index/ mL}

[ X=1.219 index /mL }

[CVWL = (0.323298 / 1.219) x 100} # [ CVWwL = 26.5216% }
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Calcular los valores superiores de verificacion (UVL) para las especificaciones de
desempeifio declaradas por el fabricante

Valor asignado Og

1.219 index /mL 3.46 % 3.98%

» UVLrepetibilidad (UVL,z)

1. Determinar los grados de libertad para repetibilidad

[de:N—K} = [de:25—5}

[dfgzzol

2. Determinar el factor F a partir de la tabla

I
N

[dfﬁzzu} N
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Tabla Facteres UVL [F) como una funcisn de OF » ndmero de

muzztras [una a zeiz] en el ceperimonto
Mumers deMusstras

5 . . .

B 145 155 161 165 167 170
7 147 151 158 160 162 165
5 139 145 153 158 158 160
3 131 145 150 153 155 157
10 1.35 143 147 1.50 152 154
il 134 1.41 1.45 1.48 150 152
1z 132 133 1,43 145 145 143
13 131 1,38 1,42 1.49 145 147
14 1.30 131 1,40 142 149 145
15 1.23 1,35 133 1.41 143 144
16 1.28 1,34 1,38 1.40 141 143
17 1.27 1,33 1,36 1.33 140 141
15 1.27 132 1,35 137 1.33 140
13 1.26 1,31 134 138 138 153
Z0 | i | 1.36 137 138
21 1.25 a0 133 135 138 137
ZZ 124 123 132 159 135 155
Z3 124 123 1.3 133 135 155
24 .23 .28 1.3 132 139 15
Z5 .23 .28 1,50 132 133 1A
Z6 .22 127 150 T 132 1A
=T 122 1.Zh 1.23 131 1.32 1.33
<0 122 1.Zh 123 1.30 1.51 1.32
=3 1.1 1.Z6 1.2G 1..30 1.51 1.32
30 121 1.23 1LZ7 1.23 1.50 1.351
31 1.20 1.23 1LZ7 1.23 1.50 1.351
JZ 1.20 1.2¢ 1LZ7 1.Z6 1.Z3 1.30
a3 1.20 124 126 1.26 1.23 1.30
Jd 1.20 124 126 127 1.26 1.23

F =131
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3. Calcular el UVLrepetibilidad (UVL,g)

[UVLrepetibilidad =F X og }

F =131 [ aﬂ=3.46%}

p
UVLrepetibilidad = F X eg J

(&

p
UVLrepetibilidad = 1.31 x 3.46 }

-

[UVLrepetibiIidad =4.532 ]

» UVLintralaboratorio (UVL_y;)

1. Determinar los grados de libertad para precision intralaboratorio ( df ;)

[ oy = 3.98 ]

_ WL -
p = or [ 53—3.46]
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Pruebas 5

[ dfwiL
2,74 5
[ p=1.160 } 2.06 6
1,78 7
1.62 8
1,51 =
1,43 10
1,37 11
1,32 12
1,28 13
1,24 14
1,21 15
1,19 16
[ 118 17 ]
1,14 18
1,12 19
dfw, =17 1,1 20
1,08 21
1,05 22
1,03 23
1,00 24

2. Determinar el factor F a partir de la tabla

[dfmzﬂ] N=2
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Tabla Factores UVL [F] como una funcign de OF » ndmaere de

muzstras [una a seis] en o euperimoento

Mumerade Musstras

g . . .
B 145 155 161 165 167 170
7 147 151 156, 160 IGE 165
& 159 145 155 15 1.5R 160
5 137 1.45 150 1,53 1,55 1.57
0 135 1.4% 1.47 1.50 152 1.54
1 134 1.41 1.45 1,4 1,50 1.52
1z 137 1,33 1,45 1,45 1,45 1,43
13 131 1,35 1.47 1,44 1,4 1,47
i 1,30 137 1,40 1,47 1,44 1,45
5 1.29 1,35 1,33 1,41 1,43 1,49
128 i 1,34 1,40 1,41 1,43
| 127 133 _J| 136 1,39 1,40 1,41
i i 1,35 1,37 1.39 1.40
g 1.26 1,31 1,54 1.36 1,36 13
20 1.25 1,31 1,34 1,36 1,37 133
2l 1.25 1,30 1.33 1.35 1,36 137
wz 1.4 1.24 1,32 1.30 135 15
75 124 1.29 13 133 195 15
= .23 1.26 1.3 1.3z 1,30 15
75 .23 T.25 1,30 1,32 1,33 13
=6 1.22 T2 1,30 1.3 1.3z 1.3
2T .22 1.26 1.23 1,31 1,32 1,33
25 1.22 1.2h 1.2a 1.30 1.31 1.32
23 1.21 1.26 1,23 1.30 1,31 1,32
30 1.21 1.25 1L.Z7 1.23 1,30 1.3
31 1,20 1,25 12T 1.23 1,30 1,31
S 1,20 1.0d 12T 1.26 1.23 1,30
33 1,20 1.2 1,26 1,26 1,23 1,30
S 1.20 1.0 1,26 1,27 1.26 1.23

o
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3. Calcular el UVLintralaboratorio (UVL,y;)

[ UVLintralaboratorio = F X o, }

[ F =1.33 } [crm=3.93%}

Vs

UVLintralaboratorio = F X oy }

-

UVLintralaboratorio= 1.31 % 3.98 }

G

[ UVLintralaboratorio = 5.293 J
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ANEXO 9. CALCULOS ESTADISTICOS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA
MUESTRA DE PACIENTE DE HBSAG.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos  23600.8456 4 5900.2114 35.4135215 8.2036E-09 2.8660814

Dentro de los

grupos 3332.18 20 166.609

Total 26933.0256 24

Varianza intra corrida

Vw = MS2 ‘ MS2 = 166.609 [ Vw = 166.609 }

Varianza entre corridas

[ MS1 > MS2 } ‘ [ 5900.211 > 166.609 } No =5

VB = {Mﬁﬂ [ VB = 1146.720 }
o

Estimar el desvié Estandar en condiciones de repetibilidad

[ SR=Vvw J [VW = 166.609 }
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SR =166.609 — SR = 12.90771 index / mL

Estimar el desvié estandar entre corridas

Vs

Se = vB } [VB = 1146.720 }

-

Vs

-

SB = ~.,=1145.?zn} > [SB = 33.86325 1

Estimar el desvidé Estandar Intralaboratorio

SwL= VVw L VB [ Vw = 166.609 } [VB = 1146.720}

SwlL = Vi66609 T 1146720 | P SwL = 36.23988 index/ mL

Estimar el coeficiente de variacion en condiciones de repetibilidad

SR
CVR =~ %100 SR = 12.90771 index /mL

X=329.376index /mL
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CVR =(12.90771/ 329.376) x 100 » CVR =3.91883%

Estimar el coeficiente de variacion intralaboratorio

SwL
CVwL = x 100 [SWL = 36.23988 index/ mL }

[X: 329.376 index /mL }

[CVWL = (36.23988 / 329.376) x 100} ‘ [CVWL = 11.00258% }
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Calcular los valores superiores de verificacion (UVL) para las especificaciones de
desempeifio declaradas por el fabricante

Valor asignado

Ogr

329.376 index /mL

3.06 %

3.32%

» UVLrepetibilidad (UVL,z)

1. Determinar los grados de libertad para repetibilidad

de:N_K

2. Determinar el factor F a partir de la tabla

= [dfﬂ. — 25 — 5}

=

=
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Tabla Factoeres UVL [F) como una funcidn de OF » ndmero de

muzztras [una a seiz] en ol ceperimonto

Mumera de Musskas

5 . . .

B 145 155 161 165 167 170
7 147 151 158 160 162 165
5 133 145 153 158 158 160
3 131 145 150 153 155 157
10 1.35 143 147 1.50 152 154
il 134 1.41 1.45 1.48 150 152
1z 132 1.3 1,43 145 145 143
13 1.31 .38 1,42 1.49 145 147
14 1.30 137 1,40 142 149 145
15 1.23 1.35 133 1.41 143 144
16 1.28 1.3¢ 1,38 1.40 141 143
17 1.27 1.33 1,36 1.33 140 141
15 1.27 132 1,35 137 1.33 140
13 1.26 1,31 134 138 138 153
Z0 25 [ 15 )| i 1.36 137 138
21 1.25 el 133 135 138 137
ZZ 124 123 132 159 135 155
Z3 124 123 1.3 133 135 155
24 123 .28 1.3 132 139 15
Z5 123 .28 1,50 132 133 1A
Z6 122 121 150 T 132 1A
=T 122 1.2h 1.23 131 1.32 1.33
<0 122 1.2h 123 1.30 1.51 1.32
=3 1.21 1.26 1.2G 1..30 1.51 1.32
30 1.21 1.23 1LZ7 1.23 1.50 1.351
31 1.Z0 1.23 1LZ7 1.23 1.50 1.351
JZ 1.Z0 1.2¢ 1LZ7 1.Z6 1.Z3 1.30
a3 1.Z0 124 126 1.26 1.23 1.30
Jd 1.Z0 124 126 127 1.26 1.23

(o
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3. Calcular el UVLrepetibilidad (UVL,g)

[ UVLrepetibilidad = F X &g }

F =131 [ -:'.I'R=3.ﬂﬁ%}

UVLrepetibilidad = F X eg

[ UVLrepetibilidad = 1.31 x 3.06 }

[ UVLrepetibilidad = 4.0086 1

» UVLintralaboratorio (UVL_ ;)

Determinar los grados de libertad para precision intralaboratorio ( df,,,)
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p =108

dfwe =21

Determinar el factor F a partir de la tabla

Pruebas 5

o] dfwi
2,74 5
2,06 B
1,78 7
1,62 8
1,51 =
1,43 10
1,37 11
1,32 12
1,28 13
1,24 14
1,21 15
1,19 16
1,16 i7
1,14 18
1,12 19
1.1 20
1,08 21

—
1,05 22
1,03 23
1,00 24

dfw. =21
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Tabla Factores UVL [F) como una funcion de DF y nimero de muestras (una a seis) en el

experimento
Numero de Muestras

]
by

5 149 16 1566 171 174 1,76
B 145 155 151 1,65 167 170
7 142 151 156 160 162 165
8 139 1,45 153 1,56 158 1,60
9 137 145 150 1,53 1,55 157
10 135 143 147 150 152 154
11 134 141 145 1,48 150 152
12 132 1,35 143 1,46 1,48 149
13 131 138 142 1,44 1,46 147
14 1,30 137 140 1,42 144 1,46
15 129 135 139 141 143 144
16 1,28 134 138 1,40 141 143
17 127 1323 136 1,29 1,40 141
18 127 132 135 137 139 1,40
19 1,26 131 134 1,36 1,38 1,39
20 125 131 134 1,36 137 138
133 | 135 | 136 | 137
2l 23 132 1,34 135 136

23 124 129 131 1,33 1,35 1,36
24 1,23 128 131 1,32 1,34 1,35
25 123 128 130 132 133 134
26 122 1% 130 1,31 1,32 134

F =13
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4. Calcular el UVLintralaboratorio (UVL,.;)

[ UVLintralaboratorio = F X &y, J

[F:1.30} [ crm=3.32%}

P
UVLintralaboratorio = F X &, J

-

Vs

UVLintralaboratorio = 1.30 x 3.32 }

G

-

UVLintralaboratorio = 4.316 1

-
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

“VERIFICACION DE LA PRECISION EN LA DETERMINACION DE ANTIGENO DE SUPERFICIE DE HEPATITIS B EN
SUERO SEGUN PROTOCOLO EP15-A3 DEL CENTRO MEDICO NAVAL, LIMA 2018”

INSTRUMENTO
DE MEDICION

METODOLOGIA

PROBLEMA DE OBIJETIVOS DE LA VARIABLES DE DIMENSIONES Y ESCALA
INVESTIGACION INVESTIGACION ESTUDIO
Problema General: Objetivo General: Variable Principal:
¢Existe precisidn para la Determinar si existe Analisis de
prueba de antigeno de precision en la prueba de varianza Continuo
superficie de hepatitis B antigeno de superficie de
(HBsAg) en la plataforma hepatitis B (HBsAg) enla
tecnoldgica Maglumi 800 plataforma tecnoldgica Desviacion
mediante el protocolo de Maglumi 800 mediante el estandar Continuo
evaluacién de CLSI EP 15 - A3 protocolo de evaluacion (DS)
“Verificacion por parte del de CLSIEP 15 - A3 Precisidon
usuario de las especificaciones | “Verificacion por parte
de desempefio de precisidon y del usuario de las
estimacioén del sesgo”, en el especificaciones de Coeficiente
servicio de medicina desempefio de precision de variacion
transfusional del hospital y estimacién del sesgo”, (CV%) Continuo
Centro Medico Naval? en el servicio de
medicina transfusional
del hospital Centro
Medico Naval
Problemas Especificos: Objetivos Especificos : Variables
¢Es aceptable la verificacidn de | Evaluar si es aceptable la | Secundarias: Andlisis de
la precision segun condiciones | verificacion de la varianza Continuo
de precision de repetibilidad? precision en condiciones
de precision de Precisidn de
repetibilidad. repetibilidad Desviacion
estandar Continuo
(DS)

Guia CLSI EP15-
A3

Diseino de Estudio:
Estudio descriptivo,
prospectivo de corte
transversal.

Poblacién:

Se analizé dos muestras
de HBsAg por
quintuplicado durante
cinco dias (25 muestras
control reactivo y 25
muestras de pacientes
de decisidn clinica) de
diferentes niveles de
concentracion en el
servicio de Medicina
Transfusional y Banco de
Sangre
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Coeficiente

de variacién | Continuo
(CV%)
Problemas Especificos: Objetivos Especificos:
¢Es aceptable la verificacidon de | Establecer si es aceptable Andlisis de
la precision segln condiciones | la verificacion de Ila varianza Continuo
de precision intermedia o | precision en condiciones Precisidon
precision intralaboratorio? de precisién intermedia o intralaboratorio
precision Desviacidn
intralaboratorio. estandar Continuo
(DS)
Coeficiente
de variacién | Continuo
(CV%)
Problemas Especificos: Obijetivos Especificos
¢Es aceptable la verificacidon | Precisar si es aceptable la Desviacion
para el cumplimiento de la | verificacion para el Criterios de precision estandar Continuo
precision segun parametros | cumplimiento de la establecidos por el (DS)
del fabricante? precision segun fabricante
parametros del
fabricante. Coeficiente
de variacién | Continuo
(CV%)
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