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RESUMEN

El consumo de drogas de abuso se ha convertido en un pr oblema de salud publica: la
marihuana, cocaina, anfetaminas y derivados del opio, son las drogas de mayor
consumo en el estado con respecto alas demas. Para determinar siun individuo ha
consumido dichas sustancias o no, el Laboratorio de Quimica Forense dela

Procuraduria General del Estado de Michoacan realiza el método de inm unoensayo
enzimatico de tipo com petitivo para realizar esta determinacion, debido a que este es

validado unicamente por el fabricante, surge la necesidad de realizar una Verificacion
por el usuario, para garantizar esta validez la cual se desarrolla de la siguiente manera
comparando los re sultados obtenidos ¢ on respecto a los valores conocidos y
proporcionados por el fabricante, asegurando con ello que el método esta trabajando de

forma adecuada y brindar resultados validos.

Para verificar el método cualitativo se ap lican las pruebas de exactitud, precision y
veracidad, donde se co mparan los re sultados obtenidos por el fa bricante contra los

resultados obtenidos en el laboratorio de Quimica Forense.

Se realizé la Verific acion con bas e enlo s valores obtenidos por el fabricante,
estableciéndose las mejores car acteristicas en cuanto a los parametros de precision se
evalud la repetibilidad y reproducibilidad por medio de las cartas control y en el
parametro de veracidad se mide el err or que se obtiene con re specto al fabricante. En

conclusion el realizar esto, permitié establecer que el sistema esta validado.
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

En las Gltimas dé cadas, ha aumentado el usode sustancias q ue alteran el
comportamiento normal de los individuos, este incremento se observa principalmente en
individuos que laboran bajo los influjos de alguna droga. Surge la necesidad de realizar
estudios para comprobar la presencia o ausencia de alguna sustancia psicotropica. El
consumo de estas sustancias puede tener ¢ onsecuencias laborales, como por ejemplo, el
aumento de accidentes. Por otro lado, se ha demostrado la efectividad del uso del
inmunoensayo enzimatico junto con ot ros criterios clinicos par a identificar los
metabolitos de dichas sustancias, sin embargo, de aqui surge la necesidad de conocer
con qué ex actitud esta trabajando el método . Al obtene r resultados confiables se
descarta la necesidad de utilizar otras técnicas de mayor costo e inversion, ademas la
importancia de asegurar la calidad delos resultados, que finalmente es labord el

Laboratorio de Quimica Forense.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la sociedad el uso de sustancias ilegales se ha convertido en un probl ema de salud
publica, siendo el cons umo de estas en individuos de diversas ed ades, incidiendo

principalmente en jovenes e inclusive en infantes, a una edad cada vez mas temprana.

Generalmente los proble mas mas comunes de inicio a esta actividad estan ligados a
problemas psicosociales tales como p roblemas familiares, econdmicos, etc. Pero que
principalmente estan ligados a problemas de delincuencia organizada. Esto desencadena
una serie de eventos desde el niicleo familiar hasta situaciones legales en donde se ven
implicadas personas intoxicadas con estas sustancias. Las drogas de abuso se pueden
clasificar de diferentes formas: las drogas legales e ilegales, dentro de las drogas de
abuso legales tenemos presentes en la socie dad: el alcohol etilico, la  cafeina y la
nicotina, las ilegales naturales como la marihuana, peyote, hongos alucinégenos, etc. De
igual manera, las drogas sintéticas de las cuales existe un mundo de ell as [1-2]. Para
este estudio analizaremos los metabolitos de las siguientes drogas: marihuana, cocaina,
anfetaminas, y derivados opiaceos. Debido, entre otras cosas, a su bajo costo, fa cil

adquisicion o bien su potencial adictivo, son las de mayor uso en el Estado.
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En la actualidad, el us o inadecuado delas d rogas de abuso, constituye un grave
problema debido principalmente a que las perso nas bajo los in flujos de alguna droga
pueden cometer actos que pueden causar accidentes, tanto en el ambito familiar como
en el laboral y por tanto a nivel de socieda d [3-4]. La emision de un dictamen con un
resultado positivo podr ia ocasionar multas o incluso el enc arcelamiento de los
consumidores, por tal m otivo, necesario deter minar el re sultado correcto mediante la

validacion de las pruebas que confirmen la presencia de drogas prohibidas [5].

La Verificacion del mé todo ya mencionado puede tene r fines médicos, legales o
forenses, en el ambito forense, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) es la metodologia sugerida, sin embargo, debido a su costo tan elevado
es sustituida por m étodos de analisis como el inmunoensayo enzimatico, del cual,
resulta indispensable conocer todas las caracteristicas de desempefo debido a que esta

técnica posee caracteristicas como son: exactitud, precision y veracidad.

1.3 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

En el presente trab ajo, se realiza una Verificacion del método mediante la validacion

proveniente del f abricante. La técnica de un inmunoensayo enzimatico de tipo

competitivo por medio d el sistema Viva-E® utilizando los reactivos de Emit®, como
pruebas de deteccion cualitativas para la determinacion de estas drogas. Organizaciones
como la SEDENA, considera n a la cocain a, marihuana, anfetaminas y derivados del
opio como las drogas de mayor abuso en combinacion con el consumo de etanol.
Ademas de observarse con altos indic es de incidencia en las personas que cometen
algun acto ilicito o se ven involucrados en algun accidente vial. La identificacion de los
metabolitos de drogas de a buso con un alto nivel de precision y mediante un método
validado, se vuelve primordial debido a que la situacion | aboral o juridica de las

personas involucradas cambia radicalmente dependiendo del resultado que se obtenga.

La técnica de inmunoensayo enzimatico presenta una buen a confiabilidad lo que
permite utilizarla como método de deteccion en el area de tox icologia forense. En
cuanto a la exactitud resultan también ser un método de andlisis rapido y confiable
obteniendo resultados cualitativos por tales mo tivos es necesario que se lleve a cabo

este tipo de Verificacion para las validaciones provenientes del fabricante.
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Tomando en cuenta la importancia de todos los aspectos pasaremos ahora a construir la

hipdtesis de trabajo:

“Se puede realizar la Verificacion del método de inmunoensayo enzimatico de tipo

competitivo, de acuerdo a la validacion realizada por el fabricante”

1.4 VARIABLES

Planteada la hipdtesis ahora se describen las variables que ejercen influencia sobre ella,
reconociendo el tipo de variables de las cuales depende el desempefio de la hipotesis, de
la misma mane ra ahora se conocen las vari ables que tienen un compor tamiento de
forma independiente, se clasifican como variables dependientes e independientes para el

desempefio de la hipotesis.

1.4.1 VARIABLES DEPENDIENTES

o,

+» Humedad + Temperatura de reaccion
% Temperatura ambiental % Volumen de muestreo

¢ Temperatura de almacenamiento

1.4.2 VARIABLES INDEPENDIENTES

+ Operador

% Metabolitos de drogas

1.5 OBJETIVOS

Los objetivos permiten percibir los alcances o las limitaciones de la in vestigacion, y
ahondar sobre la intencion buscada en el desarrollo experimental. Esto es fundamental
para cumplir con la hip6 tesis de trabajo, con el fin de realizar un enfoque que permita
desglosar de forma efectiva la investigacion se puede clasificar en objetivo especifico y

general.
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1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar los valo res de la v alidacion realizada por el f abricante del método de
inmunoesayo enzimatico enlosp arametros de exactitud: precision y veracidad,

utilizando el método cualitativo, por medio de un equipo semi-automatizado.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabajo de tesis se basa en la confi rmacion de la valida cion proveniente del

fabricante y en este contexto los insertos indican los siguientes parametros a evaluar:

e Evaluar la exactitud del método de identificacion de metabolitos de dro gas de
abuso mediante inmunoensayo enzimatico en orina, al evaluar la ex actitud. Se
comprueba la validez del método

e Evaluar la precision: para observar los posibles err ores aleatorios del método
que son poco p redecibles y dificiles de detectar, utilizando la re petibilidad y
reproducibilidad.

e Evaluar veracidad: para observar los posibles errores sistematicos del método
que estos indic an que el método esta funcionando de forma inadecuada,

utilizando la ecuacion de la diferencia critica [72].
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1.6 DELIMITACION DEL TEMA

El presente tr abajo de confirmacion de la validacion del método p rocedente del
fabricante se llevo cab o en el laboratorio de Quimica y Genética Forense de la
Procuraduria general de Justicia del Estado de M ichoacan de Ocampo que se encuentra
ubicado sobre el Periférico Independencia No. 5000, colonia Sentimientos de la Nacion
C.P. 58170 en la ciudad de More lia bajo la supervision de los Peritos en Quimica

Forense: M. en F.B. Elisa Lopez Loeza y Q.F.B. Jorge Galileo Ruiz Jiménez durante
los meses de Ag osto 2010 a Mar zo 2011 con el instrumento EM IT viva “E” de
SIEMENS, ntimero de s erie 6-7340. El presente trabajo esta delimitado a muestras de
orina debido a que en ella se encuentran los metabolitos de forma mas viable y optima,
a diferencia de otro tipo de muestras como lo puede ser sangre completa, cabello, saliva,
aliento, leche materna y meconio. En la orina se encuentran los metabolitos desde el
primer contacto con la droga y pueden estar presentes por varios dias en consumidores

esporadicos y meses en consumidores frecuentes.

Con el planteamiento del problema, partiendo de una premisa inicial de la existencia de
un mejor comportamiento de los calibradore s/controles, se establecio la hipotesis, que
es sometidaa la ex perimentacion, tomando en cuenta las difere ntes variables que
influyen para su evaluacion. En el proximo capitulo, se describen los diferentes aspectos
tedricos alrededor de la hipdtesis como s on: los principales requisitos que marca la
norma y los organismos de normalizacion, las definiciones y procedimientos, que son
sugeridos para realizar una validacion, asi como el analisis de estudios relacionados con
el tema, mismos que permit en la utilizacién de un len guaje formal en el an alisis e

interpretacion del estudio realizado.
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CAPITULO 11
ANTECEDENTES

La elaboracion de este capitulo dalas ba ses tedricas que permitan disertar en el
momento de interpretar una Verificacion, asi como la forma mas apropiada del analisis
de los re sultados. Desde luego que p ara entender e interp retar adecuadamente, es
necesario construir una base teodrica que debe de incluir jurisprudencia de las normas
que giran en torno a los métodos de validacion analitica y se tuvo una re vision de

estudios que anteceden a esta investigacion.

Por tal motivo la elaboracion de este capitulo se divide en tres partes fundamentales que
estan estrechamente ligadas las cuales son: marco tedrico o conceptual, marco juridico

y marco historico, los cuales se definen a continuacion.

El marco tedrico es el primero que se define en €l, se encuentran los procesos tedricos
que involucran a una validacidon asi como las generalidades de las drogas de abuso, de
los metabolitos presentes en la orina; en el marco juridico se menciona algunos de los
requisitos que se marcan en la norma para llevar a cabo una validacion y las normas
generales para drogas de abuso y en el marco historico se establece una relaciéon con
investigaciones que pr eceden para que se ap roximen alare solucion del problema

planteado.

El revisar los conceptos tedricos, las normas ex istentes y trabajos anteriores, en este
capitulo permite crear una base teodrica que ayude a realizar una mejor interpretacion de
los resultados obtenidos y la solucion de problemas que sep resenten durante el

desarrollo del experimento.
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2.1 MARCO TEORICO

En el marco tedrico se establecen los principales conceptos y procedimientos sugeridos
por las difere ntes referencias revisadas, con ello se compr ende como se realiza una
validacion. Se revisan los criterios que se marcan para los diferentes pardmetros de

validacion que se tienen que calcular.

Por tal motivo se definen los conceptos de : drogadiccion, droga, estructura quimica,
metabolitos, y métodos de deteccion mas comunes, para este caso se abordara el tema
de inmunoensayo enzimatico. Posteriormente se definen los términos validacion y
Verificacion que son los términos mas re levantes que se deben conocer, para después
establecer los objetivos y posteriormente dar la solucion a las interr ogantes; (Cuando?,

(Por qué? y ;Quién realiza un proceso de validacion?

Por ultimo se describen las técnicas que cominmente se utilizan para llevar a cabo una
validacion y se mencionan los tipos de validacion existente asi como las etapas que

involucran el proceso de validacion.

Al realizar el procedimiento de una valida cion, con el calculo para cada parametro de
desempefio del método a los cuales se les describen sus principios funda mentales y el
procedimiento que cada parametro requiere para realizar su deter minacion, y de este
modo abordar los criterios que se toman en cuenta para considerarlo como el valor

aceptable del parametro y que cumple con el proceso de validacion.
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2.1.1 DROGADICCION

La drogadiccion esuna enfermedad cronicad el cerebro, a menudo conre caidas,
caracterizada por lab usqueda y eluso compulsivo de drog as a pesar de las

consecuencias nocivas para el adicto y para los que le rodean. La drogadiccion se
considera una enfermedad del cerebro por que el abuso de dro gas produce cambios en
la estructura y en el funcionamiento del cerebro. Si bien es cie rto que en el caso de la
mayoria de las personas la decision inicial de tomar drogas es voluntaria, con el tiempo
los cambios en el cerebro causados por el abuso repetido de las drogas pueden afectar el
autocontrol y la habilidad del usuario para tomar decisiones sensatas, al mismo tiemp o

que envian impulsos intensos de usar drogas [6-7].

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (O MS), se entiende por
drogodependencia “un esquema de comportamiento en el cual se da prioridad al uso de
una sustancia frente a otros compo rtamientos considerados antes como mas

importantes”. Hablamos de dependencia fisica cuando el uso es recurrente de una droga
genera una adaptacion fisiologica por la cual el funcionamiento organico del sujeto se
ve alterado si no se administra la sustancia, o si la dosis consumida se reduce por debajo
de cierto umbral. Si una vez establecida esta dependencia y se interrumpe o se reduce la
administracion de lad roga, aparecera un si ndrome de abstinencia espec ifico. El
sindrome de abstinencia se da cuando la drog a se ha incorporado al metabolismo del
sujeto. El organismo se ha habituado a la presencia constante de la sus tancia, de tal
manera que necesita mantener un determinado nivel en la s angre para funcionar con

normalidad [8].

Segun la APA definea la depe ndencia de sustancias tox icas como un conjunto de
sintomas que indican q ue el individuo siga consumiendo la sustanci a a pesar de

presentar problemas importantes relacionados con su consumo [9].

Por tales motivos la drogadiccion es un problema que  causa estragos a nivel de

sociedad, en el labor atorio de Quimica y Genética Forense se analizan muestras de
consumidores involucrados en actos ilicitos, en seguida se describe que es una droga, se
analizaran sus muestras por medio de la técnica de inmunoensayo y el hecho de realizar

una Verificacion garantiza resultados técnicamente validos.
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2.1.2 ;QUE ES UNA DROGA?

La presencia y el consumo de sustancias psicotr épicas no es al go nuevo en ning una
sociedad. Por el contrario, su existencia estda documentada en la historia de la mayoria
de las culturas, con variaciones en los tipos de drogas, los patrones de uso, su s
funciones individuales, sociales y las respuestas quelasso ciedades han ido

desarrollando a través del tiempo. Las sustancias psicoactivas e ran usadas en la
antigiiedad dentro de la s practicas sociales integradas a la medicina, la religion y lo

ceremonial [10].

La ambivalencia social hacia las sustancias adictivas encuentra su mejor expresion en el
antiguo vocablo griego pharmakon, que significa tanto medicina como veneno, algo que

salva o quita la vida [11].

La palabra droga tiene su origen en el vocablo holandés “droog”, que significa “seco”,
el cual etimoldgicamente surgi6 a raiz de la llegada de las plantas medicinales a Europa,

provenientes de América y que eran llevadas alli en su forma desecada [12].

La definicion de droga propuesta por la Org anizacion Mundial de la Sa lud (OMS) se

n

refiere a todas las sustancias psicoactivas como: "...cualquier sustancia que introducida
por cualquier via, al inte rior de un organismo viviente, puede modificar s u percepcion,
estado de animo, cognicion, conducta o funciones motoras". Esto incluye el alcohol, el

tabaco y los solventes y excluye las sustancias medicinales sin efectos psicoactivos [12].

2.1.3 GENERALIDADES DE LAS DROGAS DE ABUSO PARA EL ESTUDIO

Para comprender el proceso de una V erificacion es necesario antes de esto comenzar
por conocer las generalidades de cada una de las drogas para el estudio, las cuales son
las siguientes: aspectos historicos, estructura quimica y metabolitos. Para este estudio

estas caracteristicas son las de mayor relevancia.
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2.1.3.1CANNABIS

La planta del canamo Cannabis sativa, parece ser que se conoce desde hace unos 8000
anos, en documentos chinos de estas fechas se mencionan, se han utilizado sus fibras
para fabricar cordel, ropas, calzado y papel, sus semillas como alimento y su resina por

su poder curativo [14].

En 1948 la Organizacion Mundial de la Salud, (OMS), llegd a la conclusion de que el
uso del Cannabis era peligroso desde cualquier punto de vista, ya sea fisico, mental o
social. El cafiamo es una planta herbacea, dioica de cosecha anual, perteneciente a la
familia de las urti caceas originarias de Asia central. Es una planta resis tente, puede
medir de 1 a7 metros, presenta tallos acanalados con hojas palmeadas y partidas, de
forma lanceolada con bordes serrados, nimero impar de l6bulos, exudan una resina que
las hace pe gajosas al tacto. Las flores son apetalares, con colo racion entre verde y
amarillo, pudiendo ser masculinas o fe meninas. El fr uto, cafiamones, tiene for ma
globular, de unos cinco milimetros de didmetro de color marron grisaceo, se emplea en

alimentacion, especialmente de aves y para extraccion de aceite [15].

2.1.3.1.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Aunque la principal sustancia psico activa  del Cannabis e s el THC
(tetrahidrocannabinol), la planta contiene en total cerca de 60 cannabinoides, que se
presenta en muchas variedades, siendo la mas activa A’-THC. Los porcentajes entre

estos alcaloides influyen en la manera en que cada planta actia a nivel cerebral [16,18].

Para la marihuana se encuentra el principio activo como: A” tetrahidrocannabinol que se

representa en la imagen 2.1.3.1.1.1.

CHy
OH
Y
HaC 7 S | <NCH,

HyC

Figura. 2.1.3.1.1.1 El A’-tetrahidrocannabinol es el principio activo del consumo de la marihuana por
tal motivo este va a ser importante en el analisis, que indica si la persona consume o no marihuana [19].
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2.1.3.1.2 METABOLITOS

Los metabolitos de las drogas de abuso forman la parte medular d e esta tesis, de estos
depende la presencia o ausencia de consumo de las dro gas de abuso debido al a
naturaleza del m etabolismo y caracteristicas delasdro gas consumidas y las
caracteristicas propias de cada individuo . El metabolismo es disti nto, pero los

metabolitos a identificar no van a cambiar aunque para el metabolismo de cada de ellos
producen muchos tipos diferentes de metabolitos, como por ejemplo para la Cannabis
se tienen reg istrados hasta el momento 61 cannabinoides difere ntes, pero de ma yor
importancia se tiene al 11-nor-A9-THC-9-COOH representada en la figura 2.1.3.1.2.1,
asi de cada droga de este estudio se mencionaran los metabolitos de mayor importancia

para cada una de las drogas [17,20].

Figura. 2.1.3.1.2.1 El principal metabolito del consumo de cannabis tenemos al 11-nor-A’-THC-9-COOH
de importancia para este estudio, este metabolito es el que el instrumento detecta [21].

2.1.3.2 COCAINA

La cocaina se considera la droga de abuso probablemente mas utilizada. EI principal
alcaloide del arbusto conocido como “coca” (Erythroxylon coca) es la
benzoilmetilecgonina, cuyas formas de presentacion reconocidas son: cocaina base libre
purificada (crack o rock), cocaina de base pura, sulfato de cocaina (pasta de coca) y
clorhidrato de coc aina. Alig uval que la marihuana, suconsumo se remonta a

civilizaciones del mundo antiguo con fines medicinales y vigorizantes.

En las postrimer ias del sig lo XIX y principios del XX se adicion6 a bebidas no
alcoholicas, las cuales fueron prohibidas en 1904. Como anestésico local fue empleado

por los otorrinolaring6logos en clinicas y hospitales hasta la década de los 50's [23-24].
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2.1.3.2.1 ESTRUCTURA QUIMICA

En el caso de la cocaina como es un alcaloide procesado del hoja de Erythroxylon coca,
de esta provienen muchos alcaloides pero el de interés es la cocaina, se encuentran
diferentes tipos y formas de éste, ademas que en el momento de su venta y distribucion
la mayoria de los narc otraficantes utilizan diversas sustancias parecidas a la coca en
aspecto y color p ara aumentar supeso y de manera tal que ellos aumentan sus
ganancias, pero porlo general se conoce como clorhidrato de coca. En la fig ura
2.1.3.2.1.1 se muestra la estructura quimi ca delclorhidra to de cocainao
Benzoilmetilecgonina
o
-~
]
H o
O g —
<
&
Figura. 2.1.3.2.1.1. En la co caina el principio activo es el clorhidrato de coca este es el alcaloide ya
extraido de las hojas de Erythroxilon coca. Su nombre cientifico es Benzoilmetilecgonina [25].

2.1.3.2.2 METABOLITOS

Al igual que en el consumo de marihuana la cocaina también se dan vario s metabolitos
pero entre los mas imp ortantes se tienen ala benzoilecgonina [20]. Y enla figura
2.1.3.2.2.1 se muestra la estructura de este met abolito siendo este, el m etabolito que

sera detectado mediante la técnica de inmunoensayo.

N : CH
N
_O ——
. b, 4
o]

Figura. 2.1.3.2.2.1 Benzoilecgonina es el principal metabolito después del consumo de cocaina [26].

2.1.3.3 ANFETAMINAS

Son sustancias que se m antienen en una dua lidad constante: son farmacos y «drogasy,
legales e ilegales, antiguas y actuales; quizas sean las sustancias de si ntesis que han
sobrevivido mas tiemp o en el mercado (s on mas antig uas que la Aspirina), la

investigacion que se realiza sobre las anfetaminas esta impulsada po r el abuso que se
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hace de los d erivados de consumo mas extendido como el «éxtasis». Los avances
cientificos revelan un m ecanismo de ac cién complejo debido fundamentalmente a la
analogia estructural con los neurotransmisores y la capacidad para actuar sobre diversas

areas del cerebro con los subsiguientes efectos.

La estructura original de la dex tro-anfetamina, que ha d ado lugar a este grupo tan
numeroso de derivados, se sintetizé en 1887, aunque sus efectos psicoestimulantes no se
describieron hasta 1933 cuando se busc aba un sustituto de la Efedrina ~ para el
tratamiento del asma. Se ha llaron ademas, otras acciones que prometian un potencial
uso terapéutico. En 1914 se recoge la patente (Merck) de drogas como el MDMA, mas
conocido como Extasis. En la a ctualidad, las modificaciones de la molécula se diri gen
en dos sentidos: en el & mbito terapéutico, con la busqueda de sustancia s en las que
predomine el efecto anorexigeno sobre el estimulante del SNC; y en el ambito ilicito,
buscando estructuras en las que la accion esti mulante se transforme en alucinogena,

consiguiendo cada vez mayor potencia [27-30].

2.1.3.3.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Las anfetaminas se representan generalmente con una estructura fenilisopropilaminica

estos son compuestos d e origen sintético su estructura quimica es la siguiente y se

Fig. 2.1.3.3.1.1 Fenilisopropilamina. Las anfetaminas son aminas simpatomiméticas o adrenérgicas, de
formula quimica estructural semejante a la adrenalina. Estos compuestos quimicos son de origen sintético
[31-32].

presenta en la figura 2.1.3.3.1.1.

2.1.3.3.2 METABOLITOS

Se sabe que sus metabol itos son muy pobres, por lo general se da un me tabolismo de
entre el 50-70% de la dosis administra da, se da un metabolismo hepatico y se conocen
hasta el momento 17 metabolitos diferentes. Por lo general se excreta la droga tal cual
de forma activa [ 20]. Por tal motivo enes te tipo de sustancias el instrumento no
detectara metabolito alguno sinom as bienl a droga como tal en forma de: d, 1

anfetamina.
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2.1.3.4 DERIVADOS DEL OPIO

Con el nombre de opio se reconoce la “exudacion lechosa desecada, obtenida por la
incision de la corteza verde del Papaver somniferum (Linneo) o su variedad Alba de
Candolla (Familia Papaveraceae)”. El término proviene de la palabra griega opio, que
significa jugo. En su estado desecado normal debe dar no menos de 0,5 % de morfina
anhidra, principal alcaloide fenantrénico. Opio (Papaver somniferum). De igual manera
se expresa en la farmacopea, donde se considera como el “latex” obtenido por incisiones
de lac apsula aun verde del Papaver somniferum (Linneo) y sus variedades
(Papaveraceae). De estructura fenantrénica o bencilisoquinolinica [33].

La morfina, aislada por primera vez por Friederich W.A. Serturner en Hannover,
Alemania, en época tan temprana como 1805, tomd su nombre del griego Morfeo (Dios
del Suefio) en virtud d e las caracteristicas de este ultimo. Asi, el opio, y los opiaceos
ejercen su accion sobre los receptores opiaceos de modo similar a las end orfinas, solo

que de una forma desmedida, al alterar las funciones fisiologicas [24].

2.1.3.4.1 ESTRUCTURA QUIMICA

Para los derivados del opio va mos atener varias estructuras quimica s, de éstos, la s
drogas que se consumen mdas comunmente s on la heroina, codeina, morfina, etc. [34].
En la figura 2.1.3.4.1.1 se muestra la estructura quimica de la droga mas adictiva de los
derivados del opio, la heroina.

Figura 2.1.3.4.1.1 Diacetilmorfina o heroina es la droga de abuso mas adictiva de los opiaceos [35].

2.1.3.4.2 METABOLITOS

Para el metabolismo de los derivados del opio esto va a depend er por ejemplo si se
consume la heroina, el metabolismo va a producir 6 monoacetilmorfina después de esta
se obtiene a la morfina y de esta se pueden dar tanto morfina 3 0 6 g lucuronido [20].
Por lo tanto a continuacion se agrega una imagen del metabolito de mayor importancia

presentes en el consumo de heroina en la figura 2.1.3.4.2.2.
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Figura 2.1.3.4.2.2 Representacion de la m olécula de morfina uno de los m etabolitos del consumo de
heroina, esta es mas cominmente utilizada como analgésico [36].

2.1.4 METODOS DE DETECCION MAS COMUNES

En este apartado sea bordaran los mét odos de detec cion mas com unes de los

metabolitos de las dro gas de abuso, como ya se ha mencionado la deteccion de estos
puede tener varias repercusiones o fines que los interesados pudieran requerir por tal
motivo en esta parte toma importancia en este estudio, de aqui comenzaremos a trabajar

como se menciona en el capitulo uno con inmunoensayo.

Estos van a vari ar con el tipo de muestr a dependiendo de la fun cionalidad de cad a
método, debido a que se trabaja con metabolitos y las vias de ex pulsion del organismo
son varias, el tipo de muestra es igual como por ejemplo tendremos métodos que van a
utilizar: sangre completa, cabello, sudor, leche materna, orina, etc. Para el estudio y de
acuerdo al método se trabajara con orina. Algunos de los métodos mas conocidos han

sido:

e Como métodos preliminares existen varios de los cuales tenemos a los siguientes:
o CROMATOGRAFIA

INMUNTURBIDIMETRIA

RADIOINMUMOENZAYO

INMUNOENSAYO ENZIMATICO

INMUNOENSAYO DE POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

0O O O O

e Como métodos confirmatorios:
o CROMATOGRAFIA DE GASES ACOP LADA A ESTECTROMETR IA DE
MASAS (CG/MS)

o Ademas de los criterios clinicos y el juicio profesional
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2.1.4.1 CROMATOGRAFIA

La cromatografia consiste en la separacion del componente sélido y del contenido
liquido del fluido que se examina. El sedimento so6lido es tratado quim icamente para
extraer los compuestos que contiene. Tras exposicion a diversos p reparados, la
presencia de un a droga determinada produce un cambio de color. Este cambiode
coloracion se interpreta como un re sultado positivo. La cromatografia es un métod o
sencillo y de bajo costo, que por estos motivos se emplea con mucha frecuencia para la
deteccion de diversas drogas en orina. Sin embargo, esta técnica es poco sensible para la
deteccion de dro gas de a buso. Para la identificacion de una muestra positiva se

requieren concentraciones elevadas, mientras que con el inmunoensayo bastan

concentraciones minimas [18].

2.1.4.2 INMUNOTURBIDIMETRIA

Es una técnica de inmuno-precipitacion que utiliza la dispersion de la ra diacion para la
medida de la velocidad de inmuno-complejos in vitro. Las primeras aplicaciones de las
técnicas basadas en la dispersion de la luz para estudiar la cinética de reaccion antigeno
anticuerpo fueron realizadas en 1938 por Libby. En 1970, los trabajos d e Savory sobre
la cinética d e reaccion antigeno anticuerpo abrieron el camino para su estudio. No
obstante, no se generalizd el empleo d e los mismos hasta quel a tecnologia en la
produccion de anticuerpos especificos y la instrumentacion necesaria no evidenciaron

un notable desarrollo [37].

2.1.4.3. RADIOINMUNOENSAYO

El desarrollo del os inmunoensayos pra cticos comenzo en los anos  ’60 con la
aplicacion de radioinmunoensayos. El método basado en RIA utiliza isdtopos
radioactivos comoma rca y la concentracion de ra dioactividad medida indica la
concentracion de mensurando presente. Alin se usan en la actualidad, particularmente
para la d eteccion de c antidades muy bajas de analitos. Sin embargo, debido a las
complicaciones inherentes al manipuleo y desecho de los mat eriales radioactivos en el
laboratorio clinico, RIA seusa con menos frecuencia que otros tipos diferentes de

inmunoensayos [38].
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2.1.4.4. INMUNOENSAYO DE POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

Inmunoensayo por Polarizacion de Fluorescencia (FPIA) es un tipo de inmunoensayo
homogéneo competitivo por fluorescencia. Con la union competitiva, el antigeno de una
muestra y el reactivo marcado antigeno-fluoresceina (AgF) compiten por los puntos de
union en el anticuerpo. Como inmunoensayo homogéneo, la reaccion se lleva a cabo en
una solucion de reaccion simple, y el complejo Ab-AgF no requiere un paso de lavado
para separarlo de la marca AgF “libre”.

FPIA se utiliza para proporcionar una medicion exacta y sensible de pequefios analitos
de toxicologia como p ueden ser las d rogas terapéuticas, y las drogas de abuso,
toxicologia y algunas hormonas. FPIA utiliza tres conceptos claves para medir analitos
especificos en un formato homogéneo: fluorescencia, rotacion d e moléculas en la
solucion y luz polarizada. Fluorescencia: La fluoresceina es una marca fluorescente.
Absorbe la energia de la luz a490nm y libera esta energia auna longitud de onda

superior 520nm como luz fluorescente [38].

2.1.4.5. INMUNOENSAYO ENZIMATICO

El EIA surge debido a la necesidad de cuidar el medio ambiente, disminuir los riesgos
en la salud, menor costo, sencill ez y practicidad. Se desarrollo de manera independiente
por Stratis Avrameas y Pierce alrededor de los afios 60s", las primeras publicaciones se
dan en 1966 por Ancho y Porath. El nombre enzyme-linked immunosorvent assay luego
fue abreviado como ELISA, fue acunado por los investigadores suecos Eva Engvall y
Peter Perlmann, describieron ¢l procedimiento, publicado en 1971. El mismo afio el
procedimiento era objeto de otro articulo de los holandeses Bauke Klaas Van Weemen y
Antonius HWM Schuurs. Las aplicaciones mas interesantes se iniciaron en el campo de
la microbiologia y la parasitologia en Londres. Son aplicados en el diagnostico medico,
la industria de los alimentos asi como en el estudio y control del medio ambiente, en la
actualidad sususos donde tienen m ayor impacto son: estudios serold — gicos,
hematologicos, endocrinoldgicos, oncologicos, en trasplantes, medicina forense y en la

antropologia [39].
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En EIA, las marcas de las enzimas se usan en lugar de las marcas radioactivas. Las
marcas tipicas de enzimas son la fosf atasa alcalina, peroxidasa de rabano picante, y la
galactosidasa B. EIA tipicamente usa un cambio de color, emision de luz, u otra sefial.
Se requiere un equipo e specifico para obtener la concentracion de enzimas presentes
midiendo el cambio especifico que ocurri6 [38-40].

ELISA, o Enzimo-inmunoensayo, representa una aplicacion popular del inmunoensayo
sandwich heterogéneo de fase sdlida que combina unre activo marcado enz ima
anticuerpo con un anticuerpo unido a una fase s6lida. Un ensayo ELISA es un tipo de
EIA. Inicialmente, se utilizaban como material de base solida [40].

Hacia fines de la década del ‘70 y durante los afios ‘80 y ‘90, se lograron avances en lo
que sere fiere ala automatizacion y sensibilidad de los inmunoensayos, y EIA en

particular [38].

Teniendo contemplado cémo funciona un inmunoensayo ahora definiremos cual es el
principio de el método de estudio para tener una mejor comprension.

El ensayo de metabolit os de dro gas de abuso Emit® II Plusesun a técnica de
enzimoinmunoensayo para analizar estos compuestos especificos presentes en la orin a
humana. El ensayo se basa en la comp etencia entre la droga presente en la muestra y la
droga marcada con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PHD) por los sitios
de union del anticuerp o. La actividad de laenz ima sere duce en f uncion de la
vinculacion con el antic uerpo, de tal manera que la conc entracion de la droga de la
muestra puede medirse en términos de actividad enzimatica. La enzima activa convierte
la coenzima nicotinamida adenina dinucl eotido (NAD) en NADH, o riginando un
cambio de absorba ncia que se mide es pectrofotométricamente. El suer o enddgeno
G6PHD no interf iere, la coenzima NAD func iona solo conlaenz ima bacteriana
(Leuconostoc mesenteroides), utilizada en el ensayo [41]. La reduccion del N AD a
NADH proporciona un cambio de absorbancia la cual indica la presencia o ausencia de

los metabolitos de las drogas de abuso.
Ahora biense d escribi6 como func iona la técnica del inmunoensa yo enzimatico

pasaremos a abordar un poco el tema d e espectrofotometria que es la forma en que

vamos a medir los cambios de concentracion de la reaccidon como lo es la absorbancia.
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2.1.4.5.1 ESPECTROFOTOMETRIA

Las técnicas espectroscopicas se basan en lainter accion de lar adiacion
electromagnética con la materia. A trav és de esta interaccion, las moléculas pueden

pasar de un estado energético a otro estado energético distinto, de un estado de mas baja
energia, estado fund amental, aun estado de mayor energia, estado excitado,
absorbiendo una cantidad de energia radiante igual a la diferencia energética existente
entre los dos niveles. Debido a la existencia de diferentes tipos de energia las moléculas
pueden interaccionar con radiaciones electromagnéticas deunra ngo amplio de

longitudes de onda, dando lugar a distintos tipos de espectroscopias segln las diferentes
regiones [42-43]. El espectro se define como la representacion grafica de la distribucion
de intensidades de la ra diacion electromagnética emitida o absorbida por la materia, en
funcion de la long itud de onda de dicha  radiacion. Los espectros son debidos a
transiciones entre estados de energia caracteristicos de la materia, y pueden ser de
emision, que se obtiene excitando adecuadamente la materia para que emita radiacion
electromagnética y de absorcion, obtenidos sometiendo ala materia a una radiacion
electromagnética continua y representando la proporcion de radiacion absorbida por la
misma en funcién de la fr ecuencia o lon gitud de onda [43]. La espectrofotometria se
refiere a los métodos cuantitativos, de analisis quimico que utilizan la luz para medir la
cantidad de en ergia que es absorbida po r una muestra que contien e una espec ie
absorbente, que comparandola con la cantidad de energia absorbida por otra muestra de
concentracion conocida, tomando como referencia una solucidn la cual no contiene la

sustancia que abso rbe radiacion, es de cir, es la diferencia de intensidad transmitida
cuando un h az luminoso atravies a un blanco de disolvente puro, con respecto a la
intensidad transmitida cuando el haz pasaa través de la muestra . Dependiendo de la
radiacion utilizada se divide en: absorc i6n visible, ultravioleta, infrarroja, entre otras, y
se clasifican en métodos espectroscopicos moleculares y atomicos [42-43]. Estos
métodos espectrofotométricos se basan en la medicion de dos p arametros, Absorbancia

y transmitancia, los cuales mencionaremos a continuacion:

e TRANSMITANCIA: Es la relacion entre la intensidad de radiacion transmitida por
una muestra y la intens idad de ra diacion que incide sobre la muestr a, medidos
ambos en la misma po sicion del espec tro, es decir, la transmitanc ia indica la

cantidad de radiacion que no es absorbida. Si la transmitancia es alta, la absorbancia
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es baja, en virtud de qu e la especie absorbente no tiene afinidad por es e tipo de
radiacion. La escala de la transmitancia se expresa cominmente como porcentaje de
0 a 100% [44-45].

e ABSORBANCIA: Es el log aritmo en base diez del reciproco de la trans mitancia.
En el que el disolvente puro es el material de referencia. La especie absorbente
demuestra capacidad de absorber dicha radiacion, en cuyo caso la absorbancia tiene
un valor alto y la transmitancia es pequefia. La escala de absorbancia es de cero a

infinito [44-45].

La medida de la absorbancia se lleva a cabo con la ayuda de un espectrofotometro, que
en esencia consta de un monocromador, prismas o red de difraccion, que controla la
longitud de onda de la radiacion que se hace incidir sobre la muestra. La absorbancia de
la muestra se compara con la de una referencia que consta estrictamente de disolvente

[46].

2.1.4.6 METODOS DE CONF IRMACION: CROMATOGRAFIiA DE GASES
ACOPLADA A ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS (GC/MS)

La cromatografia de gases se basa en calentar la muestra organica hasta la ebullicion y
analizar de mediante un a columna de cromatografia que separa los componentes en
funcion de sus caracteristicas fisicoquimicas. Esta técnica se puede complementar con la
espectrometria de masas que consigue una precision del 100% y detecta cantidades muy
pequefias de las dr ogas. Ele levado costo de esta prueba, hace que se limite la
realizacion de esta prueba a casos seleccionados en los que se precise confirmar el
resultado [18].

Ya teniendo contemplados todos los conc eptos necesarios para saber como se pueden
detectar los metabolitos de las drogas de abuso, ahora lo que interesa saber por qué es
importante una valida cion de métodos analit icos y ahora surge lan ecesidad de
comprender todos los términos relacionados con la validacion que en contramos en las

guias de validacion para ello no basaremos en la guia CENAM-Eurachem.
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2.1.5 VALIDACION DE METODOS

El término validacion de un método, se refiere a la confirmacion mediante un examen y
establecimiento de evid encia documental que un método analitico cumple con los
requisitos para su utilizacion o aplicacion, dando un alto grado de seguridad asi como de

resultados precisos y exactos [5, 47-48]

En términos estrictos, la validacion deb e referirse a un sistema analitico y no a un
método analitico, debido a que el sistema analitico incluye un protocolo del método
definido, un rango de concentracion definido para el mensurando y un tipo especifico de
material de prueba. También, en la actualidad no existe una sola fu ente o auto ridad
reconocida a nivel internacional respecto a la validacion de métodos de ensayo y aunque
hay avances alin no existe acuerdo unanime entre las diferentes disciplinas respecto a la
interpretacion de algunos términos re lacionados con el proceso de validacion y ala

aplicacion de los mismos [49-50].

2.1.6 OBJETIVO DE UNA VALIDACION

El objetivo primordial de una validacién es demostrar que un método s e puede utilizar
para un cierto tipo de mensurando en una matriz determinada , usando la
instrumentacion apropiada, con un tratamiento d e muestra especifico, en un laboratorio

equipado y con personal capacitado [48, 51].

2.1.7 ;CUANDO, POR QUE Y QUIEN REA LIZA LA VALIDACI ON DE UN
METODO?

La validacién de un método es un re quisito dentro de las determinaciones analiticas, sin
embargo, la comprension de su importancia, del por qué y cuando debe hacerse aun son

deficientes para algunos quimicos analistas [5].

La validacion de un método se realiza para verificar que los parametros de desempefo
de un método son adecuados para el fin propuesto. En consecuencia la validacion de un

método se realiza cuando se desarrolla un método nuevo que se quier e implementar
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como método de rutina en un laboratorio o simplemente para verificar que el método

nuevo es adecuado para el fin propuesto.

e (Cuando un método es usado en un laboratorio diferente con instrumentos y analistas
diferentes y se quiere ver que el cambio de alguna de estas condiciones no afecta el
desempefio del método.

e Se cambian condiciones o se incorporan mejoras que pueden hacer mas eficiente o
mas deficiente al método.

e Se quiere verlaequi valencia entre dos métodos, por ejemplo,u n método
normalizado y uno nuevo con el fin de validar el método nuevo.

El control de calidad indica que el método esta cambiando con el tiempo [5, 48, 51-52].

2.1.8 IMPORTANCIA DE LA VALIDACION

Se tiene que demostrar que el método es 1til para el uso propuesto conociendo sus

caracteristicas, capacidades y limitaciones del mismo.

e Se debe garantizar la viabilidad del método sin o hay ensayos colectivos ya que
estos suelen ser costosos.

e Garantizar que se utilizan correctamente los métodos validados.

e La norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 y la NMX-EC-15189-IMNC-2006

requieren que se validen los métodos.

Cuando alguna medicion es importante, costo, salud, y virtualmente cualquier aspecto
de la sociedad se respalda de al gin modo por una medida analitica y determinar el
resultado correcto asi como demostrar que es ¢ orrecto, lo cual en muc has ocasiones

influye en la toma de decisiones con base en la medicion o resultado [48-49, 51-52].

Una vez conocido el por qué y cudndo se debe hacer una validacion, cabe mencionar
quien es el responsable de llevar a cabo el proceso de la misma. Si un laboratorio utiliza
o pretende utilizar un método, inmediatamente se hace respons able de asegurar que el
método se encuentre validado adecuadamente. Cuando se utiliza un método que ha sido
publicado por un organ ismo de normaliz acién el laboratorio nec esita establecer los

datos de desempefio para su propio uso [5].
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2.1.9 TECNICAS DE VALIDACION

Una validacion se lleva a cabo para conocer el nivel de desempeio de un método, estas
no son obligatorias o exclusivas, sin embargo sirven como una guia inicial para realizar
una validacion de un método. Las técnicas de validacion que menciona la norma son las

siguientes [53]:

e Calibracion usando p atrones de referencia o materiales de referencia. El uso de
patrones de referencia constituye el mejor punto de partida para llevar a cabo una
calibracion, pero esta accion no contribuye a validar un método. Sin embargo, si el
resultado de la c alibracion es comparado con un patron o material de r eferencia y
existe igualdad entre lo s resultados, entonces la validacion del métod o pudiera
conseguirse.

e Comparacion de resultados alcanzados con otros métodos. Cuando los resultados de
dos o mas métodos coinciden, consider ando su incertidumbre y usando patrones de
referencia, se demuestra que los principios teéricos y de desempeifio individual son
consistentes entre si, d e modo que practicamente se garantiza la valid ez de los
métodos comparados.

e Comparaciones entre laboratorios. Cuando los resultados de varios | aboratorios
coinciden, considerando su incertidumbre, y estos fueron obtenidos por medio de
métodos distintos usando patrones de re ferencia, la validez de los métodos queda
completamente garantizada. Sin embargo, si los resultados fueron obtenidos con un
método comun la garantia de validez podria ser limitada.

e Evaluacion sistematica de los factores que tienen influencia en los resultados. Si un
método se desarrolla incorrectamente puede tener errores sistematicos que pueden
causar enelr esultado un efe cto mayor al producido por fa ctores de influencia
evaluados. Por ello, la garantia de esta técnica para validar métodos es limitada.

e Evaluacion de laincert idumbre de los re sultados con base en el conocimiento
cientifico de los principios tedr icos del método y de la ex periencia practica. En
muchas ocasiones el desarrollo de métodos alternos para validar métodos resulta ser
costoso y complicado. Adicionalmente la comparacion entre laboratorios no siempre
es posible debido a la disponibilidad de patron es adecuados, altos cost os, entre
otros. Porello,la  validacion de métodos sere spalda mediante est a técnica

empleando exhaustivamente argumentos cientificos ampliamente descritos y
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desarrollados, analisisder esultados deex perimentos, evaluaciones,
caracterizaciones y en general, datos que permiten determinar la validez del método.
La garantia que ofrece esta técnica resulta ser limitada, pues los posibl es errores
sistematicos del m étodo pueden no estar  considerados enlaev aluacion de
incertidumbre. Esteti po detéc nica requiere unapro funda y exhaustiva

documentacion.

2.1.10 ETAPAS DE UNA VALIDACION

Para llevar a cabo el proceso de una validacion es necesario conocer las etapas que

abarca, las cuales mencionaremos de manera breve:

Primero se establec en las condiciones, re quisitos y el al cance de la validacion a
cumplir, ya sea para los parametros de validacion en forma individual o conjunta .
En el caso m as sencillo ya fueron establecidas por el cliente d el laboratorio o por
alguna instancia oficial. En caso contrario, deben ser definidos por el responsable
del ensayo de manera confiable y segura.

Una vez definidos los requisitos a cumpli r se lleva a cabo la d eterminaciéon de los
parametros de validacion.

Finalmente se realiza una evaluacion de los resultados obtenidos de los p arametros

validados comparados con los requisitos establecidos previamente [54-55].

2.1.11 TIPOS DE VALIDACION

En un proceso de validacion existen diversas técnicas, asi como diferentes etapas, ahora

es necesario comentar también que ex isten diferentes tipos de Validacioé n, las cuales

mencionaremos a continuacion [51, 56]:

Validacion total. Este tipo de validacion se re aliza cuando se desarr ollan métodos
nuevos, métodos non ormalizados o cuando un método normalizado sufre
modificaciones mayores. En este tipo de  validacion se calculan los parametros
siguientes: Recuperacion, Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacion, Intervalo
lineal y de trabajo, Reproducibilidad, Repetibilidad, Sesgo, Incertidumbre,

Sensibilidad, Selectividad y Robustez.
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Validacion Parcia .También llamada Verificacion y se debe de realizar para ver
que los métodos normalizados cumplen con las caracteristicas de desempefio en las
condiciones del laboratorio. También se debe de realizar cada vez que se realice un
cambio menor en algin método normaliz ado. Aquies nec esario evaluar los
siguientes parametros: Recuperacion, Limite de Deteccion, Limite de
Cuantificacion, Intervalo lineal y de trabajo, Reproducibilidad, Repetibilidad y
Sesgo. Si el laboratorio considera que alguno de los pardmetros para la Verificacion
no aplica en funcion al método seleccionado, esta decision debe s er justificada

técnicamente.

2.1.12 TIPOS DE VALIDACION EN BASE A METODOS CUANTITATIVOS,
SEMI-CUANTITATIVOS Y CUALITATIVOS

Aparte de los tipos de validacion mencionados existen otros tipos en base al tipo de

ensayo que se quiere validar y los clasificaremos de la siguiente, manera:

Validacion de métodos cuantitativos. En este tipo de validacion es necesario
calcular los siguientes parametros: Sensibilidad, Especificidad, Selectividad;
Interferencias, Limite de Deteccion, Rango y Linealidad, Incertidumbre, Exactitud:
Veracidad y Precision.

Validacion de métodos semi-cuantitativos. Se encuentra entre lo cualit ativo y lo
cuantitativo y ofrece un cuantificaciéon con Incertidumbre donde los r esultados se
terminan agrupando en clases: positivo (+++), positivo débil (+), zona gris (+/-),
negativo (-).

Validacion de meétodos cualitativos. Enestet ipo de valida cién se asegura la
presencia de uno o mas analitos en un muestra considerando sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas. Son métodos de andlisis cuya respuesta es de forma binaria,
presencia/ausencia, si/no, positivo/negativo, de un mensurando detectado ya sea de
forma directa o indirectaenun a muestra dada con respecto aun nivel de
concentracion. Los parametros a determinar seran los siguientes: Probabilidad de
falsos positivos y negativos, Sensibilidad, Especificidad y Selectividad:

interferencias [57].
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2.1.13 METODOS NO RMALIZADOS, NORMALIZADOS MODIFICADOS Y
NO NORMALIZADOS

La eleccion del tipo de validacion estara en funcion del método, asi como de las
caracteristicas del mismo, lost ipos de mét odos que se pueden en contrar cuando se

quiere realizar una validacion son [50, 54, 56].

e Meétodos normalizados. Estos son métodos d esarrollados o public ados por un
organismo de normalizacion reconocido ya sea internacional, nacional o regional u
otro organismo re conocido, ejemplos; ISO, AOAC, TUPAC, cuyos métodos son
generalmente aceptados por sectores téc nicos y que estan publicados en normas
oficiales. Estos tipos de métodos se deben e jecutar tal y como se estab lece en su
certificado.

e Meétodo normalizado modificado. En este método se han hecho cambios que pueden
tener repercusion sobre la calidad de lo s resultados, por ejemplo, cambio en la
metodologia de extraccion, cambio en la matriz, extension del rango, equipamiento
nuevo, entre otros.

e Método no normalizado y desarrollado por el laboratorio. Un método no
normalizado es un mét odo analitico desa rrollado por un tercero que  hasid o
adaptado por el laboratorio. Un método desarrollado es un método elaborado por el

laboratorio o sacado de la bibliografia pero sin datos del rendimiento del método.

2.1.14 PROCESO DE VALIDACION

La validacion dependera del tipo de aplicacion que se le dard al método asi como de los
cambios realizados ae ste, y de esta manera serd la amplitud y exigencia de la
validacion. Las mediciones analiticas se de ben realizar usando métodos que han sido

probados para asegurar que se ajustan al — proposito del uso [58]. Existen diversos
cambios que pu ede sufrir un método establecido; tenemos cambios mayores que
involucran cambio de equipo, mantenimiento, entre otros, en donde se tie ne que repetir
completamente la validacion y cambios menores como las modificacion es del tamafio
de muestra, cambios del analista, sustituci6n de reactivos, entre otros, en donde se debe

hacer una validacion parcial o Verificacion [56, 59].
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Es peligroso asumir que s6lo porque un método e sta normalizado uno tiene la garantia
que esa validacion ser 4 adecuada [52]. Por eso, para métodos nor malizados el
laboratorio debe realizar y presentar evidencia objetiva de la ¢ onfirmacion del método,
llamado también Validacién parcial o Verificacion, para demostrar que cumple las
especificaciones del mi smo y cuenta conl a competencia técnica para, realizarlo
tomando en consideracion sus propias instalaciones, equipos y personal [51].

Durante el procedimiento de una validacion no es posible determinar exactamente en
donde termina el desarrollo del método y donde empieza la validacion. Por lo general
muchos de los para metros de desempe fio del método que estan as ociados a su

validacion son evaluados, por lo menos, aproximadamente como parte del desarrollo[5].

La validacion de un m étodo se limita al ambito de su apli cacidn, esto es, el método
aplicado a una clase particular de material de prueba. Si existe una variacion sustancial
en los tipos de matriz dentro de la clase definida, puede existir una fuente adicional de
variacion debido al efecto de matriz dentro de la clase. Es evidente que si el método se
utiliza posteriormente con materiales no pertenecientes a la clase definida, esto es, fuera
del ambito de la validacion, el sistema analitico no puede considerarse validado, por que
se introduce un error adicional de magnitud desconocida en el proceso de medicion
[49]. Una vez definidos los requisitos para llevara a cabo la validacion se prosigue con

la evaluacion de los parametros de desempefio.

2.1.15 PARAMETROS DE VALIDACION

Un parametro de desempefio o parametro de validacion de un método analitico se le

considera como las carac teristicas cuantificables de un método que ind ican el grado de
calidad del mismo, que necesitan ser evaluadas y que corresponden a: Limite de
Deteccion, Limite de Cuantificacion, Incertidumbre, Selectividad, Especificidad,
Sensibilidad, Robustez, Precision, Linealidad e Intervalo de medicién, Veracidad y
otras caracteristicas relacionadas con los resultados obtenidos [47, 50, 60]. En el c aso
particular, debido a las caracteristicas del método de analisis es cualitativo y en base a
una Verificacion realizada porel fabricante, los parametros que el uti liza sonlo s

siguientes: exactitud, sensibilidad y especificidad.
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2.1.15.1 VERACIDAD

El término Veracidad, en muchas ocasiones llamado Exactitud; aunque la Exactitud se
considera como la suma de dos conceptos: Veracidad y Precision [61], se refiere al
grado de coincidencia entre el valor de la med ia obtenida de una serie de resultados de
una prueba y un valor de referencia, la veracidad generalmente se expresa en términos
de sesgo, cuanto menor sea el ses go existente mayor veracidad, este pardmetro se
relaciona con la presencia de errores de tipo sistematico [49, 54]. Al hablar de error
sistematico se re fiere al error debido a una alt eracion que se mantien e durante un
periodo de tiempo determinado, y que se expresa en forma de una media aritmética que
resulta de un ntimero fin ito de mediciones del mismo mensurando bajo condiciones de
repetibilidad, menos el valor verdadero del mensurando, donde los resultados se desvian
en un solo sentido, ya sea por debajo o por encima del valor cor recto, siendo errores
positivos y otros negativos, la suma de todos ell os se conoce como error sistematico
total o sesgo de la medicion [5, 56, 62].

Existen diferentes guias que sugieren el procedimiento para evaluar la veracidad de un
método, pero de mane ra general todas coinciden en usar materiales de referencia
certificados, preferentemente con matriz semejante a la de la muestra. Solo en el caso de

no existir un material adecuado se puede realizar un ensayo de recuperacion [52].

2.1.15.2 PRECISION

Este parametro se refiere al grado de concordancia o conformidad entre los resultados
de una serie de mediciones individuale s utilizando una muestra homogénea o de
diluciones a partir de la misma bajo condiciones establecidas, es decir, se re fiere a la
dispersion de un a serie de medi ciones alrededor de su valor central que puede ser
expresado en t érminos de varianza (S%), desviacion estandar (SD) o coeficiente de
variacion (CV) [5, 47, 50]. La Precision se relaciona con el error aleatorio el cual es el
resultado vinculado con factores que sufren pequefias variaciones durante la medicion,
no es controlable y que en mediciones repetidas, varia de forma impredecible [5, 62]. La
precision depende de las condiciones en que se obtienen los resultados, siendo mucho
mejor cuando los re sultados se obtienen en un mismo dia dentrod e un mism o

laboratorio que cuando se obtienen por diferentes laboratorios [61].
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La precision puede ser considerada por: repetibilidad y reproducibilidad [5, 47, 50].

e Repetibilidad. Es la pro ximidad o grado de concordancia entre los re sultados de
mediciones sucesivas del mismo mensurando donde los resultados se obtienen con
el mismo método o proc edimiento de medicion, sobre objetos de prueba idénticos,
en el mismo laboratorio, usando el mismo equipo, bajo las mismas condiciones y en
intervalos de tiempos cortos [5, 48, 50].

e Reproducibilidad. Se define como el g rado o proximidad de correspondencia entre
resultados de lamisma magnitud sujeta a medicion donde losre  sultados son
obtenidos con el mismo método, sobre una muestra idéntica, por diferentes
analistas, en diferente laboratorio, usando diferentes equipos, a la cual 1 a podemos

expresar cuantitativamente en términos de dispersion de los resultados [5, 48, 58].

Tanto la reproducibilidad comola repetibilidad dependen generalmente de la
concentracion del mensurando y deben determinarse a varias concentraciones y de ser
pertinente, debera establecerse la relacion entre la precision y la concentracion del
mensurando [5]. La determinacion de la reproducibilidad es posible sola mente cuando
otros laboratorios cercanos utilizan el método de ensayo y es posible una “comparacion

inter-laboratorios” o cuando se realiza un ensayo de inter-comparacion [55].

Los errores aleatorios y sistematicos pueden ocurrir independientemente unos de otros y
surgir en diferentes etapas del procedimiento. El error aleatorio es mas facil de detectar
que el sistematico, el segundo nose puede apreciar con una sola repeticion de
mediciones, y a menos que se conozca de antemano el valor verdadero del mensurando,
podrian existir errores sistematicos graves, que pasen inadv ertidos si no se aplican

sistemas de control de calidad interno o se participa ensayos de aptitud [56].

2.1.15.3 LINEALIDAD

El término linea lidad se refiere a la capacidad de un m étodo analitico para obtener
resultados proporcionales, ya sea directamente o por medio d e una tr ansformacion
matematica a la concentracion del mensurando del parametro de la muestra dentro de un
intervalo dado, es decir, es el intervalo de concentraciones del mensurando dentro del
cual los resultados obtenidos por el método son proporcionales a la concentracion del

mensurando [5, 47, 58].
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2.1.16 REGLAS PARA UTILIZAR METODOS VALIDADOS

Por ultimo cuando un mét odo ya se encuentre validado, ya sea un método desarrollado
por otro labor atorio, un método publicado ou n método de refe rencia y se quiere

implementar, se deben considerar dos aspectos:

1. ¢;La validacion ex istente es adecuad a para el fin propuesto o se nece sita una
validacion adicional?

2. Si la validacion existente es adecuada, (el laboratorio es capaz de alcanzar el nivel
de desempefio qu e el método requiere? ;¢él o los analistas son suficientemente
competentes? ;son adecuadas las instalaciones y los equipos?

Ver el nivel de desempefo que el analista puede alcanzar con el método que lo que otros

analistas hayan alcanzado en el pasado [5].

Cuando se usan métodos validados se re comienda que se sigan las siguientes reg las

para asegurar que se ha alcanzado un desempefio aceptable:

e El analista debe familiarizarse completamente con el método antes de usarlo por
primera vez, un experto debe explicar el método y supervisarlo hasta que lo domine.

e Conocer la teoria del método.

e Conocer la estabilidad de los reactivos.

e Evaluar cuantas muestras es convenien te procesar al mismo tiempo, es mejor
analizar pocas muestras de manera correcta que analizar muchas y tener que repetir.

e Asegurarse que todas las cosas para el método estan disponibles antes de comenzar

el trabajo [5, 52].
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2.2 MARCO JURIDICO

El conocer mejor las ley es o normas que se observan en torno al proceso de una

validacion permiten realizar una Verificacion de forma mas idénea o de manera mas
eficaz, estas estan sujetas al controld e los comités evaluadores tanto de nivel
internacional y nacional, como en Méx ico lo esla ema (Entidad Mex icana de

Acreditacion).

En el marco juridico se observan los requisitos necesarios para realizar una validacion
de métodos an aliticos establecidos po r organismos normalizados asi como de

organismos relacionados.

Para introducir el marco juridico se citara: el reglamento de transito para dar un enfoque

de la importancia de esta tesis para después hablar del la importancia de la ISO Y NOM.

Se revisaran lasnormas = NMX-EC-15189-IMNC-2008: laboratorios clinicos-
Requisitos particulares para la calidad y la competencia y la norma NMX-EC-17025-
IMNC-2006: requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de

calibracion.
El cumplir con las esp ecificaciones que se m arcan en las normas acerca de una

validacion y si se quiere normalizar el proceso es necesario demostrar que se realizo de

acuerdo a lo indicado en la norma.
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2.2.1 DEL REGLAMENTO DE TRANSITO DEL ESTADO DE MICHOACAN
DE OCAMPO

Segun el titulo tercero capitulo primero de las obligaciones y prohibiciones de los
conductores de vehiculos:

e Articulo 46 fraccion Xl.- cuando sele soli cite y de ser neces ario debera
someterse a un ex amen, para detectar los grados de alcohol en la san gre o
influencia de drogas, estupefacientes, psicotropicos y enervantes [69].

e Articulo 47.- los conductores de vehiculos tienen prohibido:

e Fraccion I.- conducir cuando sus facultades fisicas o mentales se encuentren
alteradas por elinfluyj o de bebidas alcoholicas, drogas, psicotrop icos,

enervantes o estupefacientes [69].

Segun el titulo séptimo capitulo I de los accidentes y su procedimiento:

e Articulo 108.- la direcciéon contara con un médico y un quimico, con facultades
para expedir certificados deinteg ridad fisica, lesiones, alcoholemia y
toxicologia, a efe cto de certificar o dictami nar el estado de saludd e los
conductores, pero en caso de accidentes de transito vehicular, habiendo delito
que investigarse sera el ministerio publico el que ordene los ex amenes

pertinentes o el traslado de las personas y de cadaveres [69].

Ahora bien ya teniendo en cuenta las consid eraciones generales de por qué es re mitida
una persona intoxicada, el médico le gista enturno se encargara de evaluar a este
individuo si presente los sig nos habituales de haber consumido la sustancias antes
mencionadas le solicitara un muestra de or ina que sera enviada al laboratorio de

quimica forense de la Procuraduria General de Justicia del estado.

Por tal motivo ahora es en donde se da la importancia para la confirmacion técnica de
los valores establecidos por fabricante para los metabolitos de drogas de abuso por
tal motivo se revisaran las normas:

e ISO/EC 17025:2005 NMX-EC-17025-IMNC-2006

e ISO/EC 15189:2007 NMX-EC-15189-IMNC-2008
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2.2.2 NMX-EC-17025-IMNC-2006

La cual se refiere a los requisitos generales para la competencia de los laboratorios de

ensayo y de c alibracion. Estanorma es de importancia para sostener que vamos a

trabajar de forma normalizada.

Algunos organismos tienen sus bases en lanorma NMX-EC-17025-IMNC-2006, la

cual pide que se cumplan los siguientes requisitos en los apartados 5.4.2 y 5.4.5:

5.4.2 Seleccion de mét odos: el laboratorio de calibracion o d e prueba debe

confirmar que puede aplicar correctamente los métodos antes de utilizarlos para

los ensayos o c alibraciones usando pr eferentemente métodos publica dos en

normas. Encaso que el método normaliz ado cambie se deb e repetir la

confirmacion.

e 5.4.5 validacion de métodos:

5.4.5.1 lavalidacion es la confirm acion por examen y lap rovision de
evidencia objetiva que s e cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico propuesto.

5.4.5.2 el laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos
que disefia o des arrolla, los métodos normaliz ados empleados fuera del
alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de los métodos
normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto.
5.4.5.3 el intervalo y la exactitud de los valores que se puede obtener de los
métodos validados, por ejemplo, la incertidumbre, limite de deteccion,
selectividad, linealidad, repetibilidad y/o reproducibilidad, sensibilidad,

deben ser relevantes con las necesidades de los clientes.

El laboratorio debe de registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para

la validacion y una declaracion sobre la aptitud del método para el uso previsto [70].
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2.2.3 NMX-EC-15189-IMNC-2008

La cual esta destinada a: laboratorios clinicos- Requisitos particulares para la calidad y

la competencia, la cual pide que se cumplan los siguientes requisitos en los apartados

5.5.1,552y55.3:

5.5.1 Ellaboratoriod ebe utilizar procedimientos de examen, incluyendo
aquellos para la sel eccion/toma de alicuotas, los cuales integren las necesidades
de los usuarios de los servicios del laboratorio y sean apropiados para los
examenes. De preferencia se re comienda la utilizacion de procedimientos que
han sido publicados en libros de texto establecidos/autorizados, textos o revistas
especializadas revisadas por pares, o en directrices internacionales, nacionales o
regionales. Si se utiliz an procedimientos desarrollados por el laboratorio, estos
deben validarse apropiadamente para el uso al que estdn destinados y ser
completamente documentados.
5.5.2 el labo ratorio debe utilizar unicamente procedimientos validados para
confirmar que los proc edimientos de examen son los apropiados para el uso al
que esta destinado. Las validaciones deben de ser tan extensas como sea
necesario para cumplir las necesidades de la apli cacion o campo de aplicacion
dados. El laboratorio debe registrar los resultados obtenidos y el procedimiento
utilizado para la validacion.
5.5.3 el proc edimiento debeb asarse en las instrucciones escritas por el
fabricante para su uso (por ejemplo, instructivo/inserto), que estén de acuerdo
con 5.5.1 y 5.5.2 y que describan los procedimientos como son desarrollados en
el laboratorio. Cualquier desviacion debe revisarse y documentarse. Informacion
adicional que pueda requerirse par a el desarrollo del e xamen también debe
documentarse. Ademas de los datos de identificacion para el control de
documentos, la documentacion deberia incluir, cuando sea aplicable:
— C) especificaciones de desempeio ( linealidad, precision, exactitud, limite de
deteccion, intervalo de medicion, veracidad de la medicion sensibi lidad y

especificidad [71].
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2.3 MARCO HISTORICO

Para determinar que procedimiento se empleard, asi como qué pard metros se necesitan
evaluar, es necesario revisar los avances que se han tenido en el estudio del tema en

cuestion, mismo que describiremos en este marco.

En primera instancia, el avance ques e ha tenido enla elaboracion de guias de
validacion que permitan a los laboratorios y organismos llevar a cabo un proceso de

validacion. Que estos ayudan para desarrollar de mejor manera la confirmacion técnica.

Posteriormente se revisaran los estudios que se relacionan y que han obtenido resultados
objetivos que puedan servirnos en el desarrollo de la investigacion, esto con el fin de no

repetir estudios ya realizados y establecer un punto de partida para la investigacion.

La importancia del marco historico radica en que ofrece el cono cimiento de estudios
que ayudan a tener una mejor interpretacion sobre el tema que se estd estudiando, a
partir de los cuales establecemos el punto de partida para llevar a cabo el planteamiento

de la hipotesis y desarrollo experimental.
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2.3.1 EVOLUCION EN LA ELABORACION DE GUIAS DE VALIDACION

La necesidad de demostrar que un sistema analitico funciona adecuadamente ha hecho
que desde el pasado instituciones como la ISO, IUPACy AOAC INTERNATIONAL
cooperaran en la elaboracion de protocolos o directivas sobr e la realizacion e
interpretacion de estudios de eficiencia de métodos, sobre ensayos de aptitud y control
interno de calidad en laboratorios de quimica analitica y sobre el uso de datos de

Recuperacion en las mediciones analiticas [50].

La IUPAC seha  encargado ahora del grupo de trabajo para elaborar
protocolos/directrices para la validacion de métodos de analisis en un sol o laboratorio,
las cuales ofrecen recomendaciones minimas sobre los pro cedimientos a se guir para

garantizar una validacion adecuada de los métodos analiticos [50].

La validacién es un procedimiento que se d ebe implementar en todos lo s laboratorios
para asegurar que se esta trabajando con un nivel adecuado de seguridad, ademas que es
un requisito que se tiene que cumplir se glin lo que se indica en lanor ma NMX-EC-
17025.IMNC-2006. En este capitulo se abordo la pa rte teorica que existe en torno a la
validacion de métodos, y da una perspectiva sobre los estudios que se han llevado a
cabo relacionados con el trabajo. Una vez revisado la base teérica que involucra un
proceso de validacion, es necesario revisar el método utilizado y el procedimiento a
seguir durante el d esarrollo de este experimento, tematica que abordaremos en el

siguiente capitulo.

2.3.2 VALIDACIONES PARA METABOLITOS DE DROGAS DE ABUSO

Cabe mencionar en este apartado de marco histérico que la Verificacion proveniente del
fabricante es un ante cedente, éste debe de llevar a cabo una valida cion exhaustiva del
material de referencia que esta comercializando para garantizar a sus clientes, en este
caso el Laboratorio de Genética y Quimica Forense del estado de Michoacan que e 1
material de referencia certificado es de calidad y a su vez el laboratorio pueda brindar a

sus usuarios resultados de calidad al realizar la confirmacion de este método.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

El proposito de este capitulo es revisar tanto el procedimiento como el método utilizado
durante el desarrollo del experimento, por lo tanto se describe de manera detallada los

procedimientos seguidos.

También los materiales y equipo utilizado durante lap arte de experimentacion.
Posteriormente se mostraran de manera esquematizada, dando una ex plicacion de cada
paso aseguir del métod o de validacion, se describe los pr ocedimiento y el analisis

estadistico.
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3.1 METODO Y PROCEDIMIENTO

El experimento se basa en la Verificacion de la validacion prove niente del fabricante
con la realizacion de mediciones consecutivas durante un minimo de diez dias con los
calibradores/control a diferentes concentraciones como lo es el calibrador/control nivel
0 el cual no contiene c oncentracion alguna de los metabolitos buscados, que es el
control negativo , calibrador/control nivel 3 que contiene una canti dad considerable de
metabolitos para considerar un resultado positivo, calibrador/ control nivel 5 que es el
que contendra la concentracion mayor del metabolito provenientes del fabricante. Con
el calibrador niv el 3 el instrumento por espectrofotometria brindara un A de
absorbancia que es el resultado de interpre tacion con estos el instrumento re aliza el

punto de corte para diferenciar resultados positivos de los negativos.

Tomando en cuenta que los calibradores/control, para este estudio son materiales de
referencia certificados esto va a tomar una gran importancia al momento de realizar la

confirmacion y ademas de ser una ventaja que no va a brindar validez a los resultados.

El método utilizado fue el inferencial el cual se define como aquel cuya metodologia se
basa en el uso de inferencias estadisticas para determinar la eleccion del mejor resultado

mediante pruebas de hipotesis o toma de decisiones.

3.2 REACTIVOS

Prueba Emit® II Plus utiliza los reactivos contenidos en frascos, estos ya vienen listos
para usarse, sin la nece sidad de re constituirlos, los cuales deben mantenerse auna
temperatura de almacenamiento de 2 -8°C (36-46°F), en posicion vertica | y bien
cerrados. Evitando una exposicion prolongada a temperaturas superiores a los 32°C

[41].

v Reactivo 1: anticuerpo/sustrato. Anticuerpos monoclonales/policlonales de
ratén/carnero contra las diferentes drogas de abuso, albumina sérica bovina,
agentes conservantes y estabilizadores.

v Enzima reactivo 2: droga de abuso marcada con G6PDH (U/ml), tampon Tris,

albumina sérica bovina, agentes conservantes y estabilizadores.
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v’ Calibrador/control Emit®, nivel 0 orina humana, agentes conservantes.

v

\

AN N N NN

Calibrador/control Emit®, nivel 1 orina humana, d-metanfetamina, morfina,
agente conservante.

Calibrador/control Emit®, nivel 2 orina humana, benzoilecgonina,
lormetazepam, metadona, d-metanfetamina, metaculona, morfina, 11-nor-
A’THC-9-COOH, fenciclidina, propoxifeno, secobardital, agente conservante.
Calibrador/control Emit®, nivel 3 (contenido listado arriba en el nivel 2).
Calibrador/control Emit®, nivel 4 (contenido listado arriba en el nivel 2 con
excepcion de d-anfetamina y morfina).

Calibrador/control Emit®, nivel 5 (contenido listado arriba en el nivel 2) [41].
Hidroxido de sodio al 1% V.V

Hipoclorito de sodio al 1% V.V

Acido clorhidrico al 0.1 N

Agua destilada

3.3 MATERIALES E INSTRUMENTO

v

AN

Analizador EMIT Viva “E” con niimero de serie: 6-7340 marca SIEMENS con
el software WinTox® Data Manager

Copillas de plastico desechables de 1.0 ml

Unidad refrigerante marca SIEMENS

Software SPSS version 15

FIGURA 3.3.1 Representacion del instrumento de trabajo analizador EMIT Viva “E”
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3.4 PREPARACION DE MUESTRAS Y PROCEDIMIENTO DE LA
VALIDACION

Para este estudio debido a que es una Verificacion para los valores establecidos por el
fabricante, se utiliz aron los calibradores/controles nivel: 0,3 y 5q ue contienen
diferentes concentraciones de las drogas de abuso. Estos calibradores se mantuvieron en

refrigeracion debido a su naturaleza para garantizar su estado funcional.

Al comenzar con el procedimiento, se enlistan los pasos a seguir dentro del método

—

Los calibradores se colocaron en las copillas desechables

2. Se colocaron en el instrumento de trabajo: Analizador EMIT Viva “E”.

98]

Se realizd la Verificacion intermedia y se corrieron las curvas de calibracion,

realizando la programacion del equipo.

4. Se realizo el andli sis de cada muestr a para cada calibrador, se realizan las
mediciones.

5. Se registraron ¢ imprimieron todos los datos.

6. Teniendo ya todos los d atos obtenidos de las mediciones, se realizo el analisis

estadistico

A continuacion se esquematiza con un diagrama de bloques para facilitar la elaboracion

del método de trabajo.
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3.5 PROCEDIMIENTO PARA VERIFICACION

3 calibradores

\ 4

Mantener en refrigeracion

\ 4

Colocar en copillas

\ 4

Colocar en instrumento

v

Realizar la Verificacion

intermedia del instrumento

\ 4

Realizar la programacion

del equipo

\ 4

Realizar el analisis para

cada calibrador

\ 4
Registrar e imprimir datos |

v

Realizar analisis estadistico |

Figura 3.5.1 Procedimiento que se realizé para llevar a cabo la Verificacion del método de inmunoensayo

enzimatico
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de las mediciones a corto y a largo plazo se so metieron a un
analisis estadistico, determinandose los estadisticos necesarios para calcular los
parametros requeridos para esta Verificacion procedente de la validacion del fabricante.
Se realiz6 un andlisis estadistico, para determinar si las pruebas a utilizar son adecuadas

O no.

Para el caso paramétrico se debe cumplir con las siguientes condiciones, en caso que no
se cumplan se determina que la poblacidn tiene un comportamiento no paramétrico y se

realizan las pruebas adecuadas, dependiendo del comportamiento poblacional.

e Independencia muestral
e Normalidad de la distribucion

e Homogeneidad de varianzas

En este trabajo se realizo un estudio estadistico p aramétrico, determinado a través de la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. El andlisis estadistico se llevd a cabo con el software

SPSS,

EVALUACION DE LA EXACTITUD

Para evaluar la exactitud: precision y veracidad como lo marcan las guias de validacion:
en este estudio para evaluar la precision se utilizaron las cartas control para observar si
el método esta dentro de control, para realizar las cartas de control es ne cesario hacer
diferentes calculos a los datos de las mediciones obtenidas estos s e mencionan a

continuacion:

Como las cartas control son un tipo de grafico donde se evaluo el “error” o sesgo los

simbolos o colores que utilizaremos son:

e Error o sesgo circulos de color purpura.
e Linea de la media en color verde al centro del grafico.
e Limites de control, lineas de color rojo al extremo del grafico.

e Limites de accion, lineas de color azul entre la media y los limites de control.
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El error se determina al restar el valor de las mediciones obtenidas al del valor obtenido
por el fabricante, la media es el promedio de todas las mediciones, para determinar los
limites de control y de accion, se calcula la desviacion estandar Ds para los limites de
control se multiplica la desviacion estandar por tres y se le suma la media del “error”,
para el limite superior, para el limite inferior a la desviacion estdndar por tres se le resta
la media del “error” estos limites de control van a indicar que cuando un punto de color
purpura que representan el “error” sobrepasen estas lineas significa que le proceso se ha
salido de control y esto se debe a un “error sistematico”. Para los limites de accion se
multiplica la desviacion estandar por dos y se le suma la media del “error”, para el
limite de accion superio r, para el limite de accion inferior se multiplica la desviacion
estandar por dos y se le resta la media del “error” estos limites de accion van indi car
errores aleatorios cuando algin punto los sobrepase y como su nombre lo indica se debe
realizar un accion preventiva o correctiva para no dejar que estos alcancen los limites de

control.

El establecimiento de la m etodologia, permite identificar los métodos y procedimientos
a utilizar, los cuales  disminuyen la probabilidad de cometer errores que pued an
repercutir en los re sultados. Esto es de bido a que una vez establecida la metodologia
permite apreciar los pasos criticos que se tuvieron que considerar al realizar la parte

experimental.

Establecido el m étodo y procedimiento se contintia conla parte experimental, y al
analisis de los resultados, este tema se aborda en el siguiente capitulo donde se describe
e interpretan los resultados obtenidos de la parte experimental donde se esquematizan en

su mayor parte con graficas y tablas para su comprension.
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CAPITULO 1V

PRESENTACION DE RESULTADOS

Ahora el presente capitulo en el cual se presentan los resultados, al lle var a cabo la
evaluacion de los parametros necesarios que conduzcan a la Verificacion adecuada para

los metabolitos de las drogas de abuso.

Se evalua la exactitud del método, al ig ual que lo realizd el fabricante tal y como lo
indica en su Ve rificacion, para evaluar la exactitud se utilizan los parametros de
precision y veracidad. En cada pard metro se re aliza, primero una presentac ion de
resultados y gréaficas obtenidas estableciendo los valores que resultan de evaluar los

pardmetros de desempeilo mencionados.

Para realizar una validacion adecuada, es necesario llevar a cabo un calculo apropiado
de los resultados para cada uno de los parametros sujetos a validacion que son la base
para validar un sistema, es  necesario realizar una inte rpretacion adecuada de los

resultados obtenidos que lleven a una validacion aceptable y confiable.
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4.1 EXACTITUD

Para evaluar la exactitud se utiliza la precision y la veracidad, vamos a utilizar para
este caso la ecuacion de la diferencia critica y para la precision se utilizo la repetibilidad
y la reproducibilidad, a continuacion se ilustra en la figura 4.1.1 la forma de evaluar la

exactitud, se comienza por evaluar la precision y enseguida la veracidad.

repetibilidad

precision

reproducibilidad

exactitud

diferencia critica

veracidad

Figura 4.1.1 Diagrama de evaluacion de la exactitud.

4.1.1. PRECISION

Grado de con cordancia existente entre lo s resultados de ensa yo independientes,

obtenidos en condiciones estipuladas [72].
4.1.1.1 REPETIBILIDAD

En la tabla 4.1.1.1.1 se muestran los resultados procedentes de 10 dias de medicion para
evaluar la repetibilidad. Los datos mostrados en la tabla corresponden especificamente a
los resultados de 1a medicién de la absorbancia para los metabolitos d e anfetamina,
cocaina, opiaceos y THC contenidos en el ¢ alibrador nivel 3 a lo largo de diez dias de
medicion. Se puede observar la consistencia de los valores de absorbancia para cada uno
de los metabolitos analizados. Se re salta una diferencia de 0.044 de la me dicion No. 3
de opidceos con respecto ala medicion 1, siendo la més significativa registrada a lo

largo de la prueba.
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Tabla 4.1.1.1.1 Delta de absorbancia del calibrador/control nivel 3 para
evaluar la repetibilidad de los metabolitos de las drogas de interés.
No.| DIAS ANF COCA™ OPIA™" | THC
1 | 25/10/2010 0,476 0,328 0,362 0,354
2 | 26/10/2010 0,478 0,335 0,37 0,353
3 | 27/10/2010 0,446 0,342 0,318 0,337
4 | 28/10/2010 0,462 0,344 0,333 0,343
5 | 29/10/2010 0,471 0,343 0,333 0,352
6 | 30/10/2010 0,485 0,345 0,337 0,342
7 | 31/10/2010 0,487 0,344 0,338 0,345
8 | 01/10/2010 0,478 0,343 0,337 0,343
9 | 01/11/2010 0,484 0,344 0,336 0,34
10 | 02/11/2010 0,497 0,346 0,344 0,344
*ANFETAMINAS™COCAINA***DERIVADOS DEL OPIO***TETRAHIDROCANNABINOL

Grafica 4.1.1.1.1 se muestra la carta control para los metabolitos de las anfetaminas en
donde se obser va que la mayoria de los puntos que indican el err or se encuentran
alrededor de la media o cerca de ella y solo el punto tres pasa el limite de accion inferior
por lo que se re aliza una accion preventiva y a continuacion re gresa alrededor de la
media y sigue asi durante la medicion.

o Repetibilidad para Anfetaminas

0.09
0.08
007

.§0-06 ° ® "ERROR"
£0.05 L ®
20_04 — — MEDIA
<0.03 °
0.02 LAS
0.01 L

— | CS

e— | C|

LAI

0 2 4 6 8 10
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.1.1 Repetibilidad para Anfetaminas. Del calibrador/control nivel 3. En donde se grafica el
A de absorbancia durante los10 dias de medicion.
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Grafica 4.1.1.1.2 carta control para los metabol itos de la cocaina, se muestra la
absorbancia obtenida para el control nivel 3 durante los 10 dias de medicion. En la cual
se observa que solo la p rimera medicion se encuentra por encima del limite de ac cién
superior, pero enl as siguientes mediciones se observa que oscilan alrededor de la
media.

Repetibilidad para Cocaina
0.1
0.095
0.09 ® —La
LSC
£ 0.085 ®
E 0.08 MEDIA
80075 ———— @ —o—@ ——o © ¢ ERROR
4 o ® ¢
< 0.07 LAS
0.065 LAl
0.06
0.055
0 2 4 6 8 10
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.1.2. Repetibilidad para metabolitos de Cocaina. Del calibrador/control nivel 3. En donde se
grafica el A de absorbancia durante los 10 dias de la medicion.

Grafica 4.1.1.1.3 para los metabolitos de los derivados opidceos en do nde la ma yor
significancia se muestra en el punto de medicion dos y que el punto de la medicion toca
el limite de accion superior pero e n la siguiente medicion se observa que desciende un
poco mas cer ca dela media en las sig uientes medicion es se obser va que oscilan
alrededor de la media y asi se mantienen a lo largo del proceso.

Repetibilidad para Opiaceos
0.08
0.07 — | CS
0.06 °
, 005 o —La
g 004 MEDIA
£ 003 ——"
g 0.02 [ B ) e ® o - == LAS
0.01 ® W
0
-0.01 T 2 4 6 8 10 @ ERROR
-0.02
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.1.3. Repetibilidad para Opiaceos. Del calibrador/control nivel 3. En donde se grafica el A de

absorbancia durante los 10 dias de la medicion.
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Grafico 4.1.1.1.4 para THC en donde no s e observa a simple vista alguna anormalidad,

y todos los puntos se encuentran cerca de la media y ninguno de ellos toca los limites.

Repetibilidad para THC —CS

0.07

0.065 LCI

0.06
§ 0.055 e o ° MEDIA
©
-g 0.05 ° ® = == LAS
2 0045 e ° e °

0.04 Y - = LAl

0.035 ® ERROR

0.03

0 2 4 6 8 10
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.1.4. Repetibilidad para THC. Del calibrador/control nivel 3. En donde se grafica el A de
absorbancia durante los 10 dias de la medicion.

4.1.1.2 REPRODUCIBILIDAD

En latabla 4.1.1.2.1 s ¢ muestran los r esultados procedentes de varios meses d e
medicion y por dif erentes analistas, para evaluar lar eproducibilidad. Los datos
especificados en la tabla corre  sponden a los resultados para los metabolitos de
Anfetaminas, Cocaina, Opiaceos y Cannabis contenidos en el calibrador nivel 3
obtenidos del promedio de las mediciones de 7 meses y realizadas por difere ntes
quimicos analistas. Se puede observar la consistencia de los valores de absorbancia para

cada uno de los metabolitos analizados.

Tabla 4.1.1.2.1 Delta de absorbancia del calibrador/ control nivel 3 para evaluar la
reproducibilidad de lo metabolitos de las drogas de interés.

No. FECHA ANF" COCA™ OPIA™" THC™™
1 16/07/2010 0,509 0,365 0,358 0,328
2 02/08/2010 0,502 0,361 0,377 0,346
3 30/08/2010 0,484 0,355 0,345 0,367
4 06/09/2010 0,488 0,35 0,341 0,367
5 22/09/2010 0,485 0,34 0,351 0,329
6 29/09/2010 0,498 0,338 0,352 0,363
7 07/10/2010 0,488 0,343 0,348 0,363
8 15/10/2010 0,479 0,349 0,342 0,363
9 08/11/2010 0,494 0,351 0,352 0,378
10 17/11/2010 0,494 0,354 0,338 0,374
11 25/11/2010 0,484 0,356 0,341 0,374
12 02/12/2010 0,476 0,375 0,361 0,352
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13 08/12/2010 0,492 0,362 0,342 0,369
14 22/12/2010 0,495 0,313 0,364 0,331
15 06/01/2011 0,474 0,352 0,334 0,315
16 17/01/2011 0,488 0,363 0,334 0,341
17 24/01/2011 0,487 0,376 0,355 0,376
18 31/01/2011 0,47 0,366 0,362 0,378

*ANFETAMINAS¥*COCAINAF**DERIVADOS DEL OPIO***TETRAHIDROCANNABINOL

En la grafica 4.1.1.2.1 para los metabolitos de las anfetaminas. En donde se observa que
la primera medicion so brepasa el limite de accion superior, pero enla siguiente
medicion se obser va que van regresando cerca o alred edor de lame dia, y asi se
mantiene durante todo el proceso.

Reproducibilidad para Anfetaminas

0.095

0.085 —LC
o 0075 - LCl
S L ]
€ 0.065 °
_"E‘ o0 ° (] MEDIA
2 0.055 { ] ® -9
é e © [ ) - = LAS

0.045 [ ) ®

o - = LAl
0.025 ® ERROR
0 5 10 15
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.2.1. Reproducibilidad para anfetaminas. Del calibrador/control nivel 3 en donde se grafica
el A de absorbancia de la medicion.

Grafica 4.1.1.2.2 para los metabolitos de coc aina en donde se observa una tendencia al

principio del grafico y un punto se acerca al limite de control superior pero en seguida

se observa que las mediciones estan cerca de la media.

Reproducibilidad para Cocaina
0.12
— | CS
01 oo mm -
5 0.08
g 0. ooy — L
©
2 0.06 ﬂ_—‘.;
5 ° L)
2 004 e ® MEDIA
0.02
® ERROR
0
0 5 10 15 20
- = LAS
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.2.2. Reproducibilidad para metabolitos de cocaina. Del calibrador/control nivel 3 en donde
se grafica el A de absorbancia de la medicion.
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Grafica 4.1.1.2.3 P ara derivados de los opiac eos en donde se obse rva que lo mas

relevante es el segundo punto de medicion que sobrepasa el limite de accion superior de

ahi en adelante todos los demas puntos de medicidon se encuentran cerca o alrededor de

la media.
Reproducibilidad para Opiaceos
0.08
0.07 LCS
006 == = = e e e === .
© —_—
8005 o o ®
© { ]
2 0.04 ==L'—_l MEDIA
2 e
£ 003 ° ® ‘_._o—
0.02 °e = =Wl
0.01 - — LAS
0
0 5 10 15 ® ERROR
Numero de medicion

Grafica 4.1.1.2.3. Reproducibilidad para opidceos. Del calibrador/control nivel 3 en donde se grafica el A

de absorbancia de la medicion.

En la grafica4.1.1.2.4

se obser va el grafico de control par a los metabolitos del

Cannabis en donde la mayoria de los puntos s ¢ encuentran alrededor de la media a

excepcion de un punto de medicion que sobrepasa el limite de accion inferior.

0.13

Reproducibilidad para THC

0.11

0.09

0.07 —._.T‘

0.05
0.03 @

Absorbancia

0.01

—-----—---—.--

-0.01

5 10 15
Numero de medicion

® ERROR

Grafica 4.1.1.2.4. Reproducibilidad para THC. Del calibrador/control nivel 3 en donde se grafica el A de

absorbancia de la medicion.
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4.1.2 VERACIDAD

Para evaluar la veracidad se utiliza la ecu acion de la diferencia critica y vamos a crear
las hipotesis tanto nula como alternativa para esto: si la diferencia critica es mayor que
la diferencia obtenidala veracidad es adecuada y para representarlo utilizamos las
campanas de gauss, para utilizar la ecuacion de la diferencia critica se necesita evaluar
la linealidad para de ahi  sacarla prec isidn en condiciones dere petibilidad y
reproducibilidad la cual se obtiene de utilizar la ecuacion de la recta por el promedio de
las mediciones de absorbancia de los calibradores niveles 0, 3 y 5 para cada metabolito
que son: o@R(precision en condiciones d e reproducibilidad.) y or (precision en

condiciones de repetibilidad.)

4.1.2.1. PRECISION EN CONDICIONES DE REPETIBILIDAD

En latabla4.1.2.1.1 s e muestran los A de absorbancia para los tres calibradores
utilizados, que son los niveles: 0,3 y 5 obsérvese de forma general que al aumentar el

nivel de cada calibrador va aumentando de manera proporcional la absorbancia

Tabla 4.1.2.1.1 Delta de absorbancia para los calibradores/control para evaluar la
linealidad y la precision en condiciones de repetibilidad
Calibrador 0 Calibrador 3 Calibrador 5
ANFETAMINAS 0,3285 0,4764 0,5334
COCAINA 0,2602 0,3414 0,403
OPIACEOS 0,2111 0,3408 0,3861
THC 0,2903 0,3453 0,477
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Grafica 4.1.2.1.1 se presenta la linealidad para las anfetaminas en donde se observa

un coeficiente de correlacion del 0,9384

ANFETAMINAS

w=0,1024%+0,2412
R'=0,9384

0,6

_._._._._,_.-""-.1

0,5

/

0.4

—

0,3

0,2

Absorbancia

0,1

calibradoresfcontrol nivel 0,3 v 5

Grafica 4.1.2.1.1 Linealidad para Anfetaminas. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y para el eje

de las “x” los tres calibradores utilizados.

Grafica 4.1.2.1.2 Se obser va la linealidad par a los metabolitos de la coc aina en donde

coinciden los tres puntos y el coeficiente de relacion es de 0,9938.

COCAINA

¥=0,0714x+0,1921
R?=0,9938

0,45

_——
-

0.4

————

0,35

___._._______.--F—._

0,3

—

0,25

0,2

Absorbancia

0,15

0,1

0,05

calibradoresfcontrol nivel 0,3, v 5

Grafica 4.1.2.1.2 Linealidad para cocaina. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el ¢je de las

“x” los tres calibradores utilizados
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Grafica 4.1.2.1.3. Se observa la linealidad para los metabolitos de los op idceos y tiene

un coeficiente de correlacion de 0,928

OPIACEOS

v=0,0875x+0,1377
RI=p,922

0,45

0.4

ﬂ

0,35

0,3

0,25

0,2

Absorbancia

0,15

01

0,05

calibradoresfcontrol nivel 0,3 y 5

Grafica 4.1.2.1.3. Linealidad para opiaceos. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el eje de las

“x” los tres calibradores utilizados.

Grafica 4.1.2.1.4 donde se observa la linealidad para los metabolitos de Cannabis y el

coeficiente de correlacion es de 0,9467

THC

¥y=0,0933x+0,1842
R =0,9457

0.6

0.5

‘______..——-"‘

0.4

%

0,3

0,2

Absorbancia

0,1

calibradoresfcontrol nivel 0,3 y 5

Grafica 4.1.2.1.4. Linealidad para THC. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el eje de las

“x” los calibradores utilizados.
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Ya teniendo las ecuacio nes provenientes de la ecuacion de la re cta, se multiplica la
media de las absorbancia y se obtiene la precision en condiciones de repetibilidad que es

la que ocupamos para utilizar la ecuacion de la diferencia critica.

En latabla 4.1.2.1.2 se muestra la precision co ndiciones de repetibilidad en donde se

observa que la precision de las anfetaminas es la mayor y la precision de los opiac eos

es la menor.
Tabla 4.1.2.1.2 Precision en condiciones de repetibilidad.
Metabolitos Anfetaminas Cocaina Opiéceos THC
Precision en condiciones de 0,16373868 0,0899589 | 0,07674816 | 0,09585528
repetibilidad

Al igual que en lapr ecision en condicione s de repetibilidad para la precision en
condiciones de reproducibilidad se evalua la linealidad para obtener la e cuacion de la

recta.

4.1.2.2 PRECISION EN CONDICIONES DE REPRODUCIBILIDAD.

En la tabla 4.1.2.2.1 se muestran los resultados obtenidos en deltas de absorbancia para
los calibradores utilizados, nivel 0,3 y 5, conforme vaaum entando el nivel es

directamente proporcional va aumentando la absorbancia.

Tabla 4.1.2.2.1 Delta de absorbancia de los calibradores/control para evaluar la linealidad
de la precision en condiciones de reproducibilidad.
Calibrador 0 Calibrador 3 Calibrador 5
Anfetaminas 0,3397 0,4881 0,5468
Cotrtin 0,2716 0,3538 0,4133
Opiéceos 0,2148 0,3498 0,3948
THC 03051 0,3563 0,4874
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En la grafica 4.1.2.2.1 se observa la linealidad para los metabolitos de las anfetaminas, y

un coeficiente de correlacion de 0,9412.

Anfetaminas y=0,1036%+0,2512
RI=0,9412

"

0,6

0,5 //',_/—
0.4 —

0,3

Absorbancia

0,2

0,1

calibradores nivel 0,3y 5

Grafica 4.1.2.2.1. Linealidad para anfetaminas. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el eje de

las “x” los tres calibradores utilizados.

Grafica 4.1.2.2.2 se obser va la linealidad pa ra los metabolitos de cocaina, donde se
observa que tiene un buen comportamiento, los tres puntos tocan la linea y presenta un

coeficiente de correlacion de 0,9916.

Y yv=0,0709x+0,2045
Cocaina 200915
0.5
0.4 )
8
- B —
2 02
=
=T
01
u]
0 3 3
Calibradores nivel 0,3y5

Grafica 4.1.2.2.2 Linealidad para cocaina. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el ¢je de la

“x” los tres calibradores utilizados.
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Grafica 4.1.2.2.3 se observa la linealidad para los metabolitos de los opiaceos y presenta

un coeficiente de correlacion de 0,9232.

Upiaceus ¥=0,09x+0,13598
R'=0,9232

0,45

0.4

0,35 o -""Hf‘rﬂ
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0,2 .

0,15
0,1
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Absorbancia

Calibradores nivel 0,3 y 5

Grafica 4.1.2.2.3. Linealidad para opiaceos. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el eje de la

“x” los tres calibradores utilizados.

Grafico 4.1.2.2.4 en donde se observa la linealidad para los metabolitos de Cannabis, y

presenta un coeficiente de correlacion de 0,9399.

THC y=0,0912x+0,2006

R=0,9399

0,6

y It
N - —

0,3
0,2

Absorbancia

01

0 3 5

Calibrdores nivel 0,3y 5

Grafica 4.1.2.2.4. Linealidad para THC. En el eje de las “y” se grafica la absorbancia y en el eje de las

“x” los tres calibradores utilizados.

Al igual que en la preci sion en condiciones de repetibilidad, teniendo las ecuacion es

provenientes de la ecuacion de la recta, se multiplica la media de las absorbancia y se
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Obtiene la precision en condiciones de re producibilidad que es la que o cupamos para

utilizar la ecuacidn de la diferencia critica

En latabla 4.1.2.2.2 se muestra la precision en condiciones d e reproducibilidad en
donde se observa de nuevo que la precision de la s anfetaminas es la ma yor y ahora la

precision menor es la de los opiaceos.

Tabla 4.1.2.2.2 Precision en condiciones de reproducibilidad

Metabolitos Anfetaminas Cocaina Opiéceos THC
Precision en condiciones de 0,17320153 0,0974457 0,0803917 0,10397808
reproducibilidad

Ahora que ya tenemos la precision par a cada uno de los metabolitos ~ tanto en
condiciones de r epetibilidad y reproducibilidad donde utiliz amos la ecuacion de la

diferencia critica que se menciono en el capitulo 3 pero antes tenemos que crear las
hipotesis de trabajo, una hipoétesis nula y una alternativa, al evaluar la diferencia critica

sabremos cual hipotesis aceptar y cual descartar.

4.1.2.3 PRUEBA DE DIFERENCIA CRIiTICA PARA LA VERACIDAD

Ho: Los datos obtenidos en el laboratorio de Quimica y Genética Forense son

reproducibles a los obtenidos por el fabricante.

Hi: Los datos obtenidos en el laboratorio de Quimica y Genética Forense no son

reproducibles a los obtenidos por el fabricante.
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En la tabla 4.1.2.3.1 se muestran los valores obtenidos, el valor del fabricante, asi como
sus diferencias como se puede observar la diferencia es mas pequefia que la diferencia

critica.

4.1.2.3.1. Valores de las medias obtenidas, valores provenientes del fabricante, la diferencia y la

diferencia critica.

Metabolitos ANFETAMINAS | COCAINA | OPIACEOS THC
Media delo s valores 0,482 0,353 0,344 0,350
obtenidos

Valor del fabricante 0,433 0,418 0,311 0,297
Diferencia -0.043 0.065 -0.033 -0.053
Diferencia critica 0,108 0,072 0,046 0,077

Se observa en la tabla 4.1.2.3.1 la diferencia critica es mayor que la diferencia obtenida
y se acepta la hipotesis nula. Para comprender de forma visual el mejor comportamiento
de la veracidad se utilizan graficas utilizando una c ampana de gauss para entender
mejor el por qué se acepta la hipotesis nula. En donde se evaluan los valores del
fabricante contra los valores obtenidos y la diferencia entre estos asi como la diferencia

critica.
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Grafica 4.1.2.3.1 se pres enta la veracidad pa ra los metabolitos de las anfetaminas en
donde se puede observar que la diferencia critica es mayor que la diferencia y se acepta

la hipotesis nula.

-0.189 0.055 0.129

4.1.2.3.1 Veracidad para anfetaminas. En donde se graficaron los resultados utilizando las diferencias, el

valor obtenido y el valor del fabricante

Grafica 4.1.2.3.2. Se presenta la veracidad para los metabolitos de la cocaina en donde
se observa que el valor de la diferencia es menor que la diferencia critica y por tanto se

acepta la hipotesis nula.

-0.189 0.064 0.129

4.1.2.3.2. Veracidad para cocaina. En donde se muestran los res ultados utilizando los valores de las

diferencias, el valor obtenido y el valor del fabricante.
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Grafico 4.1.2.3.3 se presenta la veracidad para los metabolitos de los derivados opiaceos
en donde se obs erva que la diferencia critica es mayor que la diferencia y se acepta la

hipotesis nula.

-0.189 0.129

0.038

4.1.2.3.3. Veracidad para opiaceos. En donde se muestran los resultados utilizando las diferencias, el

valor obtenido y el valor del fabricante.

Grafica 4.1.2.3.4. Se presenta la veracidad para los metabolitos del Cannabis en donde
se observa que el valor de la diferencia es menor que el de la difere ncia critica y por

tanto se acepta la hipotesis nula

-0.189 0.129

0.059

4.1.2.3.4. Veracidad para THC. En donde se muestran los resultados utilizando el valor de las diferencias,

el valor obtenido y el valor del fabricante.
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CAPITULO V

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En el capitulo anterior se presentaron lo s resultados, ahora recurrimos al presente
capitulo para dar una interpretacion adecuada los valores obtenidos dura nte el proceso
de experimentacion y de esta manera ir concluyendo con todo el proceso de validacion
realizado en los tiempos menc ionados, asi mismo en este capitulo mencionamos, si

pudimos cumplir con la hipdtesis planteada al principio de esta tesis o no.

Iniciando por interpretar la re petibilidad, enseguida la reproducibilidad para con estos
parametros interpretar la precision, para la veracidad vamos a interpretar los resultados
de la precision en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad y la ecuacion de la

diferencia critica.

P.Q.F.B Luis Arturo Herrera Ramirez Pagina | 61



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia

5.1. INTERPRETACION DE RESULTADOS PARA REPETIBILIDAD

La repetibilidad para los metabolitos de las anfe taminas presenta un comportamiento
adecuado. Como lo marcan las guias de validacion, la repetibilidad es igual al grado de
concordancia entre resultados de mediciones sucesivas. El comportamiento de los dato s
obtenidos indica que existe unare petibilidad adecuada y que ensu mayoria se
encuentran dentro de lo s limites de ac cion, sin embarg o los v alores obtenidos por
encima del limite de accidn superior pudieran ser originados por un “error aleatorio” por
lo que se realiza una accidon preventiva. Por tanto se demuestra que las mediciones de
las anfetaminas presenta una buena repetibilidad y la mayoria de los puntos no ex ceden

de los limites de control.

En la repetibilidad para los metabolitos de la cocaina la primera medicion se encuentra
fuera de ¢l limite superior de accion, esto se puede deber a un cambio en la molécula,
como lo marcan las re ferencias utilizadas esto puede deberse por las siguientes causas.
El mensurando puede existir en la muestra en mas de una fo rma, tal como: ligado o
desligado, inorganico u organometalico, o en diferentes estados de ox idacién o
reduccidn, etc. Por lo tanto esta medicion se puede observar fuera del limite de accion
superior debido a esto y en las siguientes mediciones se encuentran dentro de los limites

o cerca de la media y su repetibilidad es adecuada.

Para los metabolitos de los opioides se observa que las mediciones se encuentran dentro
de los li mites de accio n y la ma yoria alrededor de lamedia . S u repetibilidad es

adecuada y el grado de concordancia es elevado.

Para los metabolitos d e Cannabis la repetibilidad es ad ecuada ya que todas las

mediciones estan dentro de los limites de accion y alrededor de la media.

Por todo lo mencionado se puede decir que el método tiene una bu ena repetibilidad y
que nunca ninguna medicion se sale delos limites de control ma rcados para cad a
metabolito y las medic iones que han toca do los limites de accién hanreg resado
alrededor de la media en las siguientes mediciones. Por lo que se observa que el proceso

se encuentra dentro de control.
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5.2. INTERPRETACION DE RESULTADOS PARA REPRODUCIBILIDAD

En el labor atorio de Quimica Forense del estado de Mi choacan para evaluar la

reproducibilidad se realizan las mediciones en un lapso de tiempo mas largo.

La reproducibilidad para los metabolitos de las anfetaminas el primer punto se
encuentra un poco por encima del limite de accion superior como ya se menciono en la
repetibilidad esto puede deberse a la molécula, que no solo se encuentra en forma del
metabolito buscado dentro de la muestra y puede sufrir variaciones debido a su
labilidad, sin embargo los demas puntos se encuentran dentro de los limites de accidon y

cerca de la media por lo que se presenta una buena reproducibilidad.

La reproducibilidad de los metabolitos de la cocaina en este grafico se puede observar al
principio errores por arménicos estos se presentan en el grafico como una tendencia de
puntos en forma ascendente y después en forma descendente esto pu ede deberse a
varias causas como por ejemplo un tiempo prolongado de almacenamiento u otra causa
puede ser el cambio en el lote de reactivo esto puede ser mas 16 gico porque las
mediciones se observan que después de los errores por armonicos regresan alrededor de
la media, un punto toca el limite de control superior esto puede deberse a un “error

aleatorio” pero dentro de todo esto el proceso se encuentra dentro de control.

Reproducibilidad de los metabol itos para los o piaceos en donde se obser va que el
primer punto se encuentra cerca de la media pero el segundo punto sobre pasa el limite
de accion superior por lo que se le puede atribu ir a un “error aleatorio”, el siguiente
punto se desplaza cerca de la media y asi continian los demas puntos y ninguno de ellos
sobrepasa los limites deac  cion porlo que selepue de atribuir unabuen a

reproducibilidad.

La reproducibilidad para los metabolitos de Cannabis en esta grafica la mayoria de los
puntos se encuentran cerca de la media y dentro de los limites de accion a excepcion del
punto quince que sobrepasa un poco el limite de accion inferior se le atribuye a un

“error aleatorio” pero por lo demads se presenta una buena reproducibilidad.
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5.3. CONCLUSION DE LA PRUEBA DE PRECISION

El presentar las cartas control sirve para observar si tememos “errores aleatorios”
y “errores sistematicos”, esta herramienta sirve para darnos cuenta si el proceso
esta fuera de control, esto seria si algiin punto sobrepasa los limites de control, por
lo que seobservaen lascartasde control tanto para repetib ilidad como
reproducibilidad ningin punto pasa e stos limites por lo que se puede decir que el

proceso presenta una buena precision.

5.4. INTERPRETACION DE LOS RESULT ADOS PARA LA LINEALIDAD DE
LAS MEDICIONES PROVENIENTES DE LA REPETIBILIDAD

Para evaluar la linealidad, la grafi ca resultante fue lineal, con un coeficiente de
correlacion elevado el cual permite estimar la relacion entre dos propiedades y de esta
manera, si los puntos experimentales sig uen una funcion lineal. Como ya se menciono
para este estudio la importancia reca ¢ sobre la ecuacion de lare cta utilizada para

obtener las precisiones tanto de repetibilidad como reproducibilidad

La linealidad para los metabolitos de cocaina, eslaunica que cump le con estas
condiciones, para los demas metabolitos esto no se cumple, esto se puede deber a que
como solo se estan evalu ando 3 puntos y deberian cuando menos ser 5, o tro factor que
influye al evaluar la linealidad es la estabilidad de los calibradores, aunque para este
caso lo que nos interesa es obtener la ecuacion de la recta para poder utilizar la ecuacion

de la diferencia critica ademas de que el método evaluado es cualitativo.

5.5. INTERPRETACION DE LO S RESULTADOS PARA LA LINEA LIDAD
PROVENIENTES DE LAS MEDICIONES DE LA REPRODUCIBILIDAD.

Al evaluar la linealidad proveniente de los resultados de la reproducibilidad se observa
que son semej antes a la linealidad d e los resultados provenientes d e los datos de
repetibilidad esto es debido a que se utilizaron los mismos datos y solo se agregan los
datos de otras mediciones de meses anteriores para recordar esto se pueden observar las
tablas en donde se prese ntaron los Deltas de absorbancia obtenidas para repetibilidad y

reproducibilidad. De manera general se puede decir que la line alidad para ambos es
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buena para los metabolitos de cocaina y que al graficar la linea de tendencia los tres

calibradores se agrupan cerca de ella, y para los deméas metabolitos esto no se cumple.

5.6. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS PARA LA VERACIDAD

Tal como lo indica la definicion de la ver acidad evaluamos el grado de coincidencia

entre el valor proveniente del fabricante y el valor obtenido de las mediciones.

Veracidad para cocaina. Al igual que en la veracidad para anfetaminas se observa que el
valor obtenido es cercano al valor obtenido por el fabricante y su diferencia es minima,
comparandola con la diferencia critica esta es menor por lo que se acepta la hipotesis

nula.

Veracidad para opidceos. De todos los metabolitos analizados el de los opidceos es el

que se observa tiene la diferencia mas pequena y su veracidad es la mayor.

Veracidad para THC. A1 igual que todos lo s metabolitos analiz ados la veracidad de
THC cumple con la hipdtesis nula y su veracidad es buena y se aproxima al valor

obtenido por el fabricante.

Adicional a estos parametros analizados se  realiza el control de cali dad interno al

evaluar la temperatura para los calibradores

Como necesidad de la NMX-EC-17025-IMNC-2006 se desarrolla la Verificacion de
la técnica para la deteccion de los metabolitos de las drogas de abuso, la cual le da
confianza al u suario que los resu Itados han sido validos por el respaldo de la
Verificacion y el control de calidad, al obtener en todos los para metros resultados
cercanos a los obtenidos por el fabricante obtenemos la confirmacion de la técnica.
Por todo lo antes mencionado podemos decir que la hipot esis planteada al

comienzo de esta tesis se cumple.
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CAPITULO VI:

TRABAJO A FUTURO

El proposito de este capitulo es presentar los principales trabajos que se pueden realizar
para complementar esta investigacion acerca de la  Verificacion proveniente del
fabricante y especialmente en los metabolitos de las dro gas de abuso, basados en los

resultados obtenidos por medio del presente trabajo.

El hablar de los metabolitos de las dro gas de abuso es un tema demasiado extenso en la
actualidad el consumo de estas sustancias es considerado un problema de salud publica,
por lo que el dete ctar los metabolitos de una forma adecu ada, por los m étodos que se
tienen al alcance de forma econémica y eficazmente para las necesidades del laboratorio

de quimica forense y sus usuarios.

Por tal motivo sellev o acaboesteest udio dela Verificacion del método de
inmunoensayo enzimatico de tipo competitivo de acuerdo a la validacion re comendada
por el proveedor para evaluar el comportamiento y establecer el desem pefio que este

método presenta para los metabolitos de las drogas de abuso.

Con la Verificacion para los metabolitos de las drogas de abuso de mayor consumo en
el estado se abre la puerta a proyectos futuros que aporten un conocimiento completo
sobre este tema. Debido a esto en el presente capitulo se estable ceran los principales
proyectos que se pudieran derivar de este trabajo, de manera que se tenga un estudio

mas completo alrededor del tema principal.

6.1 Estudios propuestos que se pudieran derivar de esta investigacion.

Con el presente trabajo se dejan los parametros establecidos para que, la Verificacion de
los metabolitos de drogas de abuso como anfetaminas, cocaina, opidceos y Cannabis
que son las de ma yor abuso en el estado de Mi choacan sea una plataforma en estudios

posteriores. Entre ellos se puede derivar algunos como los siguientes:
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Llevar a cabo una Verificacion de las demas drogas de abuso que puede detectar
el instrumento como lo son las benz odiacepinas, los barbituricos asi co mo el
etanol pero en condicio nes de medicion controlada s, temperatura y humedad
relativa. Se podria decir que se trabajo en condiciones controladas debido a que
estas condiciones no tuvieron variaciones grandes durante la medicion y en la
mayoria de las veces se mantuvieron constantes, aun asi es necesario ve rificar
que esas v ariaciones pequefias no afectan la respuesta de medicion y en

consecuencia la Validacion.

Generar un p rotocolo de comparacion in ter-laboratorios o ens ayo de aptitud

técnica

Debido a que se determinaron los parametros de desempefio del método solo con
tres calibradores/control, se propone si se tiene la posibilidad de utiliz ar todos

los calibradores para garantizar la validacion de forma adecuada.

Se propone también realizar unest udio deestabilidadpar a los
calibradores/control que garantice la estabilida d de los calibrado res en las
condiciones ambientales a diferentes variaciones. Esto es necesario para validad

el método, debido a que son los materiales de referencia utilizados.

Extender de mane ra mas cercana esta  Verificacion alare alizada por el

proveedor para garantizar los restados del laboratorio.
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GLOSARIO DE TERMINOS UTILIZADOS
(Basado en el vocabulario internacional de metrologia) [73]

Calibracion: Operacién que bajo condiciones especificadas establece, en una primera
etapa, unar elacion entre los valores y sus Incertidumbres de medi da asociadas
obtenidas a partir de los patrones de medida y las correspondientes indicaciones con sus
Incertidumbres asociadas y, en unas egunda etapa, utiliza esta informac i6n para
establecer una relacion que permita obten er un resultado de medidaa partir de una
indicacion.

Condiciones de Precision intermedia: Condicion de medicion, dentro de un conjunto
de condiciones que incluye el mismo proc edimiento de medicioén, el mismo lugar y
mediciones repetidas del mismo objeto u objetos similares durante un periodo amplio de
tiempo, pero que pueda incluir otras condiciones que involucren variaciones.
Condiciones de repetibilida d: Condicion de medicion, dentro de un conjunto de
condiciones que incluye el mismo procedimiento de medida, los mismos o peradores, el
mismo sistema de medida, las mismas cond iciones de operacion y el mismo lugar, asi
como mediciones repetidas del mismo objeto o de objetos similares en un periodo de
tiempo corto.

Condiciones de reproducibilidad: Condicion de medicion, dentro de u n conjunto de
condiciones que incluye diferentes lugares, operadores, sistema de medida y mediciones
repetidas de los mismo objetos u objetos similares.

Curva de calibraciéon: Expresion e la relacion entre una indicacion y el valor medido
correspondiente.

Desviacion estindar de repetibilidad: Es la desviacion estandar obteni da a partir de
un namero dado de d eterminaciones bajo condiciones de repetibilidad, es decir, es una
medida de la dispersion de la distribuc i6n de los resultados de una prueba obtenidos
bajo condiciones de repetibilidad.

Error aleatorio: Componente del error de medicion que, en mediciones repetidas varia
de manera impredecible.

Error de medicion: Diferencia entre un valor medi do de una magnitud y un valor de
referencia.

Error sistematico: Componente del err or de medicion que, en medic iones repetidas
permanece constante o varia de manera predecible.

Especificidad: Sere fiere ala capacidad de un método o untest de screening para
determinar sin equivoc acion un analito en pr esencia de otros component es que en su
conjunto se localizan dentro de la muestra a analizar.

Exactitud: Proximidad entre un valor medido y un valor verdadero del mensurando.
Falso negativo: Resultado negativo cuando el método de referencia da un resultado
positivo.

Falso positivo: Resultado positivo cuando el mét odo de re ferencia da un re sultado
negativo.

Incertidumbre: Pardmetro no neg ativo que caracteriza la dispersion de los valores
atribuidos al mensurando, a partir de la informacion que se utiliza.
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Incertidumbre instrumental: Componente de la Incertidumbre de medida que procede
del instrumento o sistema de medida utilizado.

Interferencia: Es aqu ella especie quimica que provoca un error sistematico en la
determinacion de un analito.

Intervalo: Amplitud entre las concentracién mayor y menor donde se puede identificar
un mensurando con un nivel adecuado de Precision, Exactitud y Linealidad mediante el
método empleado y donde se aplicara el mismo.

Instrumento de medida: Dispositivo ut ilizado para realizar mediciones, solo o
asociado a uno o varios dispositivos suplementarios.

Limite de Cuantificacion (LoQ): Ser efiere ala minima conc entracion del
mensurando presente en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con un
nivel de Precision, Exactitud e Incertidumbre aceptable.

Limite de Deteccion: Valor medido, obtenido mediante un pro cedimiento de medida
dado, con una probabilidad B de declarar erroneamente la ausencia de un constituyente
en un material, dada una probabilidad a de declarar erroneamente su presencia.
Linealidad: Capacidad de un método analitico para obtener resultados proporcionales
ya sea directamente o por medio de una transformacion matematica a la concentracion
del mensurando del parametro de la muestra dentro de un Intervalo dado, es decir, es el
Intervalo de concentraciones del mensurando dentro del cual los re sultados obtenidos
por el método son proporcionales a la concentracion del analito.

Magnitud: Propiedad o fe noémeno, cuerpo o sustancia, que pu ede expresarse
cuantitativamente mediante un niumero y una referencia.

Magnitud de entrada: Magnitud que debe ser medida, o magnitud cuyo valor puede
obtenerse de otra manera, para calcular un valor medido de un mensurando.

Magnitud de inf luencia: Magnitud que, en u na medicion directa,n o afectaal a
magnitud que realmente se estd midiendo, pero si afecta a la relacion entre la indicacion
y el resultado de medida.

Magnitud de salida: Magnitud cuyo valor medido se calcula mediante los valores de
las magnitudes de entrada en un modelo de medicion.

Matriz: Conjunto de elementos del mismo tipo que comparten un elemento comun.
Materiales de referencia (MR): Material o sustancia en donde el valor de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos para ser utilizados en la
calibracion de aparatos o en la evaluac i6n de métodos de medicion, tam bién llamados
patrones de medicion, p ero sus valores carecen de una declaracion de Incertidumbre
donde su trazabilidad es cuestionable y sus pruebas de significacion se basan en la
fidelidad observable de sus resultados.

Material de referencia certificado (MRC): Son materiales de referencia acompafiados
de un certificado, en el cualunoomasde los valores de sus propieda des estan
certificados por un procedimiento o técnica de Validacion que establece su trazabilidad
y cada valor se acompana de su Incertidumbre conocida con un nivel declarado de
confianza que estan sujetos a normas internacionales y pueden emplearse para estudiar
simultaneamente todos los aspectos de sesgo.

Medicion: Proceso que consiste en obtener experimentalmente uno o varios valores que
pueden atribuirse razonablemente a una magnitud.
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Mensurando: Magnitud que se desea medir. En quimica, la sustancia a analizar, el
analito o el nombre de la sustancia o compuesto, se emplean algunas veces en lugar de
mensurando. Esta pra ctica es er ronea debido a que estos términos no se re fieren a
magnitudes.

Método de medicion : Descripcion genérica de la secuencia l6g ica de operaciones
utilizadas en una medic i6n. Pueden clasific ar en varias man eras como: método de
sustitucidon, método diferencial, método de cero o método directo, método indirecto.
Método desarrollado por el laboratorio: Es un método analitico que no se encuentr a
en normas u otras colecciones de métodos, ni en publicaciones de terceros, habiendo
sido desarrollados por el propio laboratorio.

Método no nor malizado: Es un método analiti co desarrollado por unt ercero que ha
sido adaptado por el laboratorio a partir de un método normalizado.

Método normalizado: Es un método an alitico desarrollado o publi cado por un
organismo de normaliz acion sea intern acional, regional o nacional u otr o organismo
reconocido cuyos métodos son g eneralmente aceptados por sector es técnicos y que
estan publicados en normas oficiales.

Muestra blanco o te stigo: Es una muestra que no va a someterse al tratamiento, y
contra la que se va a comparar los resultados de las deméas muestras tratadas.

Nivel de confianza: Es la probabilidad que el valor del mensurando permanezca dentro
de la amplitud del rango de Incertidumbre.

Parametros de desempeiio de un método analitico : Son caracteristicas cuantificables
de un método que indican el grado de calidad del método, que necesitan ser evaluadas y
que corresponden a: Limite de De teccidon, Limite de Cuantificacion, Incertidumbre,
selectividad, especificidad, Sensibilidad, Robustez, Precision, Linealidad e Intervalo de
medicion, Veracidad y otras caracteristicas relacionadas con los resultados obtenidos.
Precision: Proximidad entre las indicaciones o lo valores medidos obtenidos en
mediciones repetidas de un mismo objeto, o0 de objetos similare s, bajo condiciones
especificadas.

Precision intermedia: Precision de medida bajo un conjunto de co ndiciones de
Precision intermedia.

Procedimiento analitico: Es la manera en que se realiza un analisis. Este describe con
detalle los pasos necesarios para realizar una prueba analitica. Puede tener los siguientes
conocimientos: caracteristicas de la muestra, preparacion de los estandares de referencia
y reactivos, uso de aparatos o instrumentos, generacion de la curva de calibracion, uso
de formulas para célculos.

Procedimiento de medicién: Descripcion detallada de una medicion con forme a uno o
mas principios de medi da y a un método de medida dado, basado en un modelo de
medida y que incluye los célculos necesarios para obtener un resultado de medida.
Rango: Es el Intervalo de concentraciones del mensurando dentro del cual este método
ofrece resultados proporcionales a su concentracion y puede considerarse validado.
Repetibilidad: Precision de medida bajo un conjunto de condiciones de repetibilidad.
Reproducibilidad: Precision de medidabaj o un conjunto de co ndiciones de
reproducibilidad.
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Resultado de medicion : Conjunto de valores de  una magnitud atribuidos aun
mensurando acompafiados de cualquier otra informacion relevante disponible.
Robustez: Es un estudio realizado para medir o evaluar la capacidad o resistencia de
los resultados de unm étodo de permane cer inalterados por pequefl as variaciones
intencionadas (o condiciones como las ambientales y/o de operacion) en los parametros
del mismo método y nos permite obtene r informacion ac erca de su confiabilidad
durante su uso normal.

Selectividad: Se refiere a la habilidad o capacidad de un procedimiento analitico para
determinar exactamente y especificamente el mensurando de interés en presencia de
varias interferencias en una matriz de mues tra, de acuerdo al procedimiento dado y es
aplicable a métodos en los que dos 0 mas componentes son separados y cuantificados en
una matriz completa.

Sensibilidad: Es la cap acidad o habilidad de un método de detec tar cambios en la
respuesta de un instrumento de medicion, dividido por el corre spondiente cambio del
estimulo o sefial de entrada aludiendo a la pendiente de calibracion.

Sesgo: Valor estimado de un error sistematico.

Trazabilidad: Propiedad de un resultado de medida porla cual el resultado puede
relacionarse con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de
calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la Incertidumbre de medida.
Validacién: Verificacion de que los requisitos especificados son adecuados para el uso
previsto.

Valor de referencia: Valor de una magnitud que sirve como base de co mparacion con
valores de magnitudes de la misma naturaleza.

Valor verdadero de unam edicion: Valor de una mag nitud comparable con la
definicion de la magnitud.

Veracidad: Proximidad entre la mediad e un nimero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia. No es una magnitud y esta inversamente relacionada
con el error sistematico.

Verificacion: Aportacion de evidenc ia objetiva de que un elemento satisfa ce los
requisitos especificados.
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ANEXOS
Al CARTAS CONTROL

Las cartas de control son la herramienta mas poderosa para analizar la variacion en la
mayoria de los procesos. Han sido difundidas exitosamente en varios paises dentro de
una amplia variedad de situaciones para el control del proceso.

Las cartas de control enfocan la atenc  16n hacia las causas espec iales de variacion
cuando estas aparecen y reflejan la ma gnitud de la va riacion debida a las ¢ ausas
comunes.

Las causas comunes o aleatorias se deben a la variacion natural del proceso.

Las causas especiales o atribuibles son por ejemplo: un mal ajuste de maquina, errores
del operador, defectos en materias primas.

Se dice que un proceso esta bajo Control Estadistico cuando presenta causas comunes
unicamente. Cuando oc urre esto tene mos un proceso estable y predecible. Cuando
existen causas especiales el proceso esta fuera de Control Estadistico; 1 as graficas de
control detectan la ex istencia de estas c ausas en el momento en que se  dan, lo cual

permite que podamos tomar acciones al momento [74-75].

VENTAJAS:

e Esuna herramienta simple y efectiva para lograr un control estadistico.

e El operario puede manejar las cartas en su propia area de trabajo, por lo cual puede
dar informacion confiable a la gente cercana a la operacion en el momento en que se
deben de tomar ciertas acciones.

e Cuando un proceso est 4 en control estadis tico puede prede cirse su d esempeiio
respecto a las especificaciones. Los usuarios pueden contar con niveles consistentes
de calidad y pueden contar con costos estables para lograr ese nivel de calidad.

e Una vez que un proces o se encuentra en control estadistico, su compo rtamiento
puede ser mejorado posteriormente reduciendo la variacion.

e Al distinguir ente las causas especiales y las causas comunes de variacion, dan una
buena indicacion de cuando un problema debe ser corregido localmente y cuando se
requiere de una accion en la que deb en de participar varios departamentos o niveles

de la organizacion [74-76] .
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A2 PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV (KS)

CALIBRADOR 0 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
ANF CoC OPI THC
N 10 10 10 10
Parametros Media 32850 26020 21110 29030
normales(a,b)
Desviacion tipica .005701 | .003048 | .008825 | .003860
Diferencias  mas Absoluta 204 196 337 132
extremas
Positiva 170 196 337 132
Negativa -.204 -.142 =211 -.096
Z de Kolmogorov-Smirnov .644 .621 1.067 417
Sig. asintot. (bilateral) .801 .835 .205 .995
a Ladistribucion de contraste es la Normal.
b Se han calculado a partir de los datos.
CALIBRADOR 3  Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
ANF COC OPI THC
N 10 10 10 10
Pardmetros Media 47640 | 34140 | .34080 | .34530
normales(a,b) Desviacion tipica 014277 | .005582 | .014958 | .005774
Diferencias mas Absoluta .189 .343 274 221
extremas Positiva 129 205 274 221
Negativa -.189 -.343 -.201 -177
Z de Kolmogorov-Smirnov .597 1.084 .867 .698
Sig. asintot. (bilateral) .868 191 440 15
a Ladistribucion de contraste es la Normal.
b Se han calculado a partir de los datos.
CALIBRADOR S5  Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
ANF COC OPI THC
N 10 10 10 10
Parametros Media 53340 | 40300 | .38610 | .47700
normales(a,b) Desviacion tipica .008527 | .010614 | .012914 | .006307
Diferencias mas Absoluta 205 338 182 224
extremas Positiva 130 .198 182 134
Negativa -.205 -.338 -.128 -.224
Z de Kolmogorov-Smirnov .649 1.067 574 710
Sig. asintot. (bilateral)

a Ladistribucion de contraste es la Normal.
b Se han calculado a partir de los datos.

Cuando la distribucion es mayor de 0,05 el % de significancia es de 5%, entra en la
distribucion normal. Cuando es menor o i gual a 0,05 esto no se toma com o distribucion
normal.

Por lo tanto para todos los calibradores se dan distribuciones normales esto se resaltaron
en color gris para apreciarlos de una mejor manera.
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