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•Error en las pruebas analíticas

•Fuentes de error

•Verificación de métodos

Temas a Discutir

Footer Text
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¿Por qué evaluar un método?

• Asegurar la calidad de los resultados

• Documentar el desempeño inicial

• Referencia a través del tiempo para 

investigaciones y consultas 

• Cumplir con regulaciones

• Todos los métodos tienen error → Estimación 

de error
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Relación entre manejo de riesgos y 
verificación de métodos 

➢ Identificar riesgos

• Desempeño analítico bajo

• Imprecisión

• Resultados incorrectos

• Uso contraindicado de la 

prueba

• Interpretación incorrecta

• Errores de diagnostico 

➢ Reducir riesgos

• Determinar si se implementa 

una prueba

• Parámetros de aceptabilidad

• Indicaciones de uso

• Manejo adecuado de 

muestras y reactivos
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Error Total
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Expresión Cualitativa y Cuantitativa 
del Tipo de Error

Theodorsson ,E. Bioanalysis (2012) 4(3), 305–320

Tipos de error

Error Aleatorio

Error Total

Error Sistemático

Característica de 
Desempeño

Precisión

Exactitud

Sesgo

Expresión Cuantitativa de 
la Característica del 

Desempeño (experimental)

Sesgo / %Sesgo

Desviación Estándar/ %CV

Menditto A. Accredit. Qual. Assur. 12, 45–47 (2007).
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ET(%) = Sesgo(%) + Z * %CV

ET(%) = Sesgo(%) + 2 * %CV

Error Total (ET)

PRECISION SESGO

%SESGOSD / % CV

Z= 1.65 para 95% IC

Calidad 
Analítica

ERROR ALEATORIO ERROR SISTEMATICO
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ET vs ETp

• Se considera aceptable si el:

Se considera inaceptable si el:

Error Total
en el Laboratorio

ETp - Especificación 
Calidad Analítica 

Error Total
en el Laboratorio

ETp - Especificación 
Calidad Analítica 

1. Fraser CG, Petersen PH. Analytical performance characteristics should be judged against objective quality specifications. Clin Chem 1999;45(3):321–3.
2. Klee G, Schryver P, Kisabeth R. Analytic bias specifications based on the analysis of effects on performance of medical guidelines. Scand J Clin Lab Invest 1999;59(7):509–12.
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Evaluación Inicial del Desempeño Analítico

9

Evaluación inicial de 
desempeño

Validación
analítica

Verificación
analítica

versus
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Desempeño analítico de un metodo: 
Verificación vs Validación 

Verificación de un método = proceso que determina si se 
cumplen el desempeño de un método previamente establecido y 
aprobado por un ente regulatorio.

Validación de un método = establecimiento del desempeño 
analítico de un método o de un nuevo método diagnóstico.

• desarrollado por el laboratorio (LDT)

• modificado por el laboratorio

10

Nichols J., Advances in Clinical Chemistry (2009), 47:121-137
Theodorsson E., Bioanalysis (2012) 4: 305–320
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Categorías de Ensayos en los E.U.

• Se determina durante la aprobación ‘pre-Market’ de la FDA

Waived -
Exentas

Pruebas de bajo 
riesgo (e.j. POC)

Non-waived

No exentas

Complejidad moderada

Complejidad alta (e.j., 
LDTs y FDA-modificadas)
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• Verificación - No es requisito

• Requisitos:

• Seguir las instrucciones del 

fabricante – Sin modificaciones

• Evidencia de que el uso del 

instrumento es aprobado por el 

director del laboratorio 

Verificación de pruebas exentas (waived)
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Verificación de pruebas no exentas –
Complejidad moderada

Quantitativo Qualitativo

Precisión

Sesgo

Rango 
reportable/linealidad

Intervalo de referencia
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Documentos CLSI para evaluación del 
desempeño analítico de un método 

Documento Criterio de Desempeño

EP15- Verificación del desempeño de precisión y estimación 
del sesgo por el usuario

Precisión y Sesgo

EP9- Comparación de métodos y estimación del sesgo 
utilizando muestras de pacientes

Comparación métodos
(sesgo)

EP6-Evaluacion de la linealidad en procedimientos de medida 
cuantitativos

Linealidad
(Rango de medición analítico)

EP12-Evaluación del desempeño de métodos cualitativos 

EP 28-Como definir  y determinar los intervalos de referencia 
en el Laboratorio

Intervalos de referencia
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¿Dónde comenzar?
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Antes de comenzar la verificación…

• Plan escrito

• Establecer criterios de aceptabilidad
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Ejemplo de planilla para documentar la planificación de los 
experimentos de verificación

Page	1	of	1	
	

PLAN	DE	VALIDACIÓN	

Analito	e	Instrumento:	 	

Descripción	del	método:	 	

Propósito	de	la	prueba:	 	

Requisitos	técnicos	o	analíticos:	 	

	
Experimentos	para	verificar	el	desempeño	de	la	prueba:	
Precisión:	

Materiales,	repeticiones	 Duración	del	análisis/no.	operadores	 Criterios	de	aceptabilidad	 Comentarios	

	 		 	 	

	
Rango	reportable/Linealidad:	

Materiales,	repeticiones	 Duración	del	análisis/no.	operadores	 Criterios	de	aceptabilidad	 Comentarios	

		 		 	 	

	
Estimación	del	sesgo/Comparación	entre	métodos:	

Materiales,	repeticiones	 Duración	del	análisis/no.	operadores	 Criterios	de	aceptabilidad	 Comentarios	

		 		 	 	

	
Parámetros	adicionales:		

Materiales,	repeticiones	 Duración	del	análisis/no.	operadores	 Criterios	de	aceptabilidad	 Comentarios	

		 		 	 	

	
Interpretación	de	resultados:	
	
Intervalo	de	referencia:		[		]	verificar	o	[		]	establecer	

Criterios	de	inclusión/exclusión	 No.	voluntarios	saludables	 Criterios	de	aceptabilidad/intervalo	propuesto	 Comentarios	

	 	 	 	

	

Fecha	de	comienzo:	_______________________																											Fecha	de	cumplimiento	esperada:	______________________																																																																					
Propuesto	por:	___________________________			Firma:	_________________________________	Fecha:	__________________________	
Aprovado	por:	___________________________				Firma:	_________________________________	Fecha:	__________________________	
	

Director técnico o director médico

Aprobado por:
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Analito

Variabilidad Especificación para Nivel Deseable

Biológica

CVintra CVentre I(%) B(%) ET(%)

Albumina 3.2 4.75 1.6 1.43 4.07

Colesterol 5.95 15.3 2.98 4.1 9.01

Creatinina 5.95 14.7 2.98 3.96 8.87

Glucosa
(suero)

5.6 7.5 2.8 2.34 6.96

Hematocrito 2.7 6.41 1.35 1.74 3.97

Recuento de 

Leucocitos 
11.4 21.3 5.73 6.05 15.49

AST 12.3 23.1 6.15 6.54 16.69

TSH 19.3 24.6 9.7 7.8 23.7

CVi :VB intraindividual, CVe:VB interindividual
I(%): Imprecision, B(%): Bias, TE (%): Error Total

Scand J Clin Lab Invest 1999;59:491-500

http://www.westgard.com/biodatabase1.htm

https://biologicalvariation.eu/

Especificaciones de Calidad para el nivel Deseable para Error Total, 
Imprecisión y Bias, derivados de Variabilidad Biológica

http://www.westgard.com/biodatabase1.htm
https://biologicalvariation.eu/
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Especificaciones de Calidad Analítica

CLIA 
Requerimientos   
Calidad Analítica
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Rango Reportable – Pruebas cuantitativas

• Calibración - Determina la relación entre la señal generada por una 
metodología analítica y los resultados del ensayo

• Rango analítico reportable (RAR) 

• Rango en el cual la relación entre la señal del método y el resultado obtenido es lineal 

sin alterar la muestra

• Define los resultados más bajos y más altos que son confiables 

• RAR = 5 – 20 mmol/L → los resultados fuera de esos límites deben reportarse <5 ó

>20 mmol/L

• Rango clínico reportable (RCR)

• Rango que puede ser reportado después de alterar la muestra 

• Dilución o concentración 
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• No es muy práctica, pero incluye 
elementos útiles
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Para verificar el RAR se utiliza el experimento de linealidad

• Se evalúa:

1. La linealidad del método a través del RAR

2. Si los límites del RAR son adecuados
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Tipos de materiales a utilizar

• Muestras de pacientes

• Muestras de pacientes suplementadas 

• Materiales provistos por el fabricante

• Kits para verificar la calibración/linealidad

• Calibradores – lote diferente al usado para 
calibrar la prueba! 

• Control de calidad externo (ensayo de 
aptitud)

Los materiales deben tener composición 

similar a las muestras que se usarán en el 

ensayo (suero, orina) 

**Evitar el efecto matriz**

Para verificar el RAR se utiliza 
el experimento de linealidad

✓ linealidad a través del RAR

✓ límites del RAR son adecuados



| 

Análisis de datos
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Relación lineal

y = 2.3886x + 2.8567

• 5+ concentraciones, al menos 
en duplicado

• Examinar las regresiones y las 
curvas de mejor ajuste

• Obtener ecuaciones
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Precisión

• Concordancia entre valores de mediciones cuantitativas 
obtenidos cuando se realizan mediciones repetidas en una 
misma muestra en condiciones especificas

• Intra-ensayo (Repetabilidad)

• Entre-ensayo (Intra-laboratorio)

25
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Estudios de Precisión

• Seleccione los materiales adecuados
• ≥2 niveles de control de calidad o muestra de pacientes

• Establecer 
• Intra-ensayo

• 20 mediciones en una corrida

• Inter-ensayo/Total

• 2 mediciones/concentración/corrida

• 2 corridas/día, 20 dias

• Verificación
• 5 días x 5 repeticiones

26
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27
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Nivel 1 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Rep 5

Día 1 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 2 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 3 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 5 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

SR CV

R

Verificar la 
presencia de 
valores 
aberrantes

Test de Grubs

Limites Grubs        
Media ± G x SD

G=3.135 para 5 
corridas y 25 
datos

SWL

CVW

L

Nivel 2 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Rep 5

Día 1 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 2 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 3 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5

Día 5 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5
28
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❏Evaluar los resultados cada día – identificar 
errores

❏Decisión de excluir valores 

• Tener en cuenta causas

• Documentar las razones

Análisis de los resultados
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30

Calcular la precisión: Ejemplo Glucosa 
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Comparar la precisión en condiciones de repetibilidad (SR)  e intralaboratorio (SWL) 
obtenidas por el laboratorio con las especificaciones del fabricante para precisión en 

condiciones de repetibilidad (σR)  e intralaboratorio (σWL)

Repetibilidad 
Laboratorio

SR ≤ σR

Intra 
Laboratorio

SWL ≤ σWL

NoSi

NoSi

El Lab ha verificado las 

especificaciones de 

precisión del fabricante

Se requiere  calcular el  IC intervalo 
de confianza (UVL) de la SD, para 
comparar los resultados del Lab vs

Fab

¿Cómo sabemos si el desempeño del ensayo se 
ha verificado?

31
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Veracidad y Sesgo

32

Veracidad (de una medición)

Proximidad o acuerdo entre el valor promedio 
obtenido a partir de una serie de resultados 
obtenidos sobre el mismo material y un valor de 
referencia aceptado

Sesgo (de una medición) 

Medida de la veracidad

Estimación del error sistemático

Equivalente al término “diferencia”

Comparabilidad o recuperación de valores 
esperados
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Estudios de sesgo
• Seleccione el metodo de referencia

• Seleccione las muestras a utilizar

• Considere
• Rango de concentraciones
• Límites de decision clínica

• Absoluto o relativo (%)

Si se desea averiguar Material a utilizar

El sesgo de nuestro laboratorio comparado con 

el resto de los usuarios

Material de pruebas de aptitud

El sesgo de nuestro método comparado con el 

método de referencia

Material de referencia (NIST)

Si nuestros instrumentos dan resultados 

semejantes a otros instrumentos habilitados (en 

nuestro o en otro laboratorio)

Muestras de pacientes divididas
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34



| 

Característica EP15-A3 EP09-C

Numero de muestras ≥2 ≥20

Rango a usar ≥2 concentraciones Rango lineal

Repeticiones 5 1

Duración ≥5 días ≥1 día

Estadisticas ANOVA – Student-t test Regresión lineal

Error total Si Si

Sesgo o veracidad Estima el sesgo Estima el sesgo

Diferencias entre EP15-A3 y EP09-C
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Método de comparación en el eje de las abscisas ‘x’

Método a evaluar en el eje de las ordenadas ‘y’

Veracidad/Exactitud: Comparación de métodos

Analizar 20-40 
muestras

Método de referencia, de comparación

M
ét

o
d

o
 c

an
d

id
at

o
 o

 e
n

 c
u

es
ti

ó
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36EP09-C
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Gráficos de diferencias 
o Bland-Altman

• Ayudan a resaltar las diferencias en 
los valores obtenidos entre los 
métodos

• Evaluación visual de sesgo

Nivel de 
decision clínica Valores anormales

Prácticamente no hay sesgo Con sesgo

B
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s 
(M

ét
o

d
o

 e
va

lu
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o
 –

C
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Concentración del Método de Comparación
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Pruebas cualitativas
• ≥ 20 muestras (positivas y 

negativas, evitar equívocas)

• Tabla 2x2
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Campuzano Maya, G., Medicina & Laboratorio 2011, Volumen 17, No. 7 y 8. 

Valores críticos en el laboratorio clinico: de la teoria a la práctica.  

Intervalos 
de 

Referencia
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Intervalos de Referencia

• Las pruebas de laboratorio deben incluir

información interpretativa 

• ISO 15189: “establece como requisito, la documentación de los criterios y fuentes a 

partir de las cuales se establecen sus intervalos de referencia biológicos, así como su 

revisión periódica”. 

• Son basados en un grupo de individuos que cumplen con criterios de 

selección definidos y es calculado estadísticamente

• International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) Grupo de Expertos en Teoría de 

los Valores de Referencia 

• Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI C28)
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El Intervalo de Referencia Representa el Valor 
Obtenido en 95% de la Población “Sana”

• 5% de la población no afectada 
tendra un valor inferior (L) o 
superior (H) al intervalo de 
referencia

• NO indica enfermedad

95% central

✓ Individuos saludables

✓ Criterios de inclusión y exclusión

✓ ¿Partituras? (sexo, edad, poblaciones 

especiales)

✓ Manejo aceptable de muestra 
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Intervalos de Referencia 

• Método y población específico!

• ¿Cuándo se deben obtener los intervalos de referencia?

• Cuando se introduce un procedimiento de medida nuevo o un cambio 

en metodología 

• Para verificar o comprobar los valores de referencia ya transferidos o 

adoptados en el laboratorio. 

• Métodos

• Establecer 

• Verificar

• Transferir
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Validación Básica de Métodos, James O. Westgard, Edición Wallace Coulter

Verificación de Intervalos de Referencia

Intervalo de referencia propuesto –
fabricante, publicación

N ≥ 20 muestras

Aceptar si ≤2 de los 20 valores quedan 
fuera de los límites
• Si 3 o 4 valores están fuera del 

intervalo propuesto, se necesita 
otra serie de 20 muestras

CLSI EP28-A3c

No se requiere que cada laboratorio los 
establezca
Buena práctica – Verificar 
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Establecer o Transferir Intervalos de Referencia

Protocolo de CLSI EP28-A3c

• Los intervalos de referencia no son universales

• Laboratorios deben establecer o verificar los intervalos de referencia utilizados

Establecer Transferir

• ≥120 muestras
• 95% de los resultados de la población
• Método no-paramétrico 
• Necesario para:

• Fabricantes
• Prueba desarrollada en el laboratorio
• Verificación fracaso repetidamente o 

por >4 muestras fuera de rango

• Uso de intervalos previamente 
establecidos

• Tres opciones:
- 20 muestras de individuos de referencia
- Comparación de métodos
- Forma subjetiva – Adoptar sin verificar

• Método más práctico para laboratorios 
cuando se usan pruebas de fabricantes. 
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Verificación de Transferencia: Comparación de los sistemas de 

medida 

y= 1.004x-0.63 
r2= 0.990

Intervalo de Referencia 
✓ Método de comparación 50-150 ng/mL
✓ Método evaluado
 Limite inferior   1.004(50)-0.63= 49.57= 50
 Limite superior 1.004(150)-0.63= 149.97= 150

 

Performe análisis de regresión lineal y calcule la ecuación de la regresión lineal  y el coeficiente 

de correlación. El coeficiente de correlación (r2) debe ser >0.98.

Método de comparación
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y= 1.57x-0.83 
r2= 0.990

Intervalo de Referencia 
✓ Método de comparación 50-150 ng/mL
✓ Método de evaluación
 Límite inferior 1.57(50)-0.83= 78
 Límite superior 1.57(150)-0.83= 235
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• CALIPER = Canadian Laboratory Initiative on PEdiatric 
Reference Intervals

• Estudio multicéntrico a través de varios hospitales de niños en 
Canada 

• Intervalos de referencia establecidos con protocolos basados en 
CLSI EP 28-A3

• http://www.caliperdatabase.com/cdb/controller

Verificación de Transferencia: Subjetiva
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Documentación de la verificación de un 
método

Documentación y registros 

• Contiene declaratoria de que el desempeño del método es satisfactorio y apropiado para 
uso clínico en ese laboratorio  

• Formato debe permitir revisión oportuna y práctica 

• Ejemplo: Resumen de resultados estadísticos

• Registro completo, claro, organizado

• Contiene información relevante

• Almacenamiento organizado y fácil de obtener

• Disponible por un período de tiempo determinado

• Generalmente de acuerdo a las leyes/regulaciones locales

• Durante la vida del método en el laboratorio

48
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• Es importante documentar los datos de la verificación.

• Las agencias reguladoras requieren evaluar que las especificaciones 

de desempeño de ensayos de laboratorio son aptas para el uso 

clínico previsto del método

• Al menos, se requiere evaluar la precisión, sesgo, linealidad e 

intervalos de referencia para pruebas de complejidad moderada

• No existe un método único para verificar/validar ensayos

• Hay protocolos prácticos para verificar el desempeño de un 

ensayo

Resúmen

49
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• ADLM

• Grupo de Trabajo Latinoamericano

• Presentación en colaboración con la Dra 

Veronica Luzzi (Tricor Reference Laboratories) 

• COLABIOCLI
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