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RESUMEN

Para cualquier laboratorio es de suma importancia contar con sistemas que
demuestren que el resultado final es de calidad. Debido a esto, en los dltimos
afos, ha tomado fuerza el concepto de “aseguramiento de la calidad” cuyo objeto
es evidenciar que lo que se dice de “calidad” efectivamente asi lo sea. Para
desarrollar estos procesos se requiere la validacion de los métodos utilizados, que
es una herramienta que nos da la certeza de tener procesos mas eficientes, por lo
tanto, la validacion es un procedimiento disefiado para establecer en forma
documentada que un sistema, un equipo, un proceso de produccion o una
metodologia analitica cumplen con los parametros de calidad especificados. En el
presente trabajo se describid y desarroll6 el proceso de validacién del método de
determinacion de colesterol total utilizado en el laboratorio de andlisis clinicos de
la facultad de Quimico Farmacobiologia, cuyo equipo de medicién empleado para
la cuantificacion de las diluciones, es el Dimension® Clinical Chemistry Sistem
SIEMENS. Para llevar a cabo el desarrollo experimental de la validacion,se
determinaron los parametros establecidos de acuerdo a lo indicado en la Guia
para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico emitida por la EMA y el CENAM. Se
prepararon y cuantificaron 5 diluciones de calibradores liofilizados de colesterol de
concentracion alta y de concentracion baja al 0%, 25%, 50%, 75% y 100%. Los
criterios de aceptabilidad para los pardmetros como la linealidad, precision y
veracidad nos indican que los resultados obtenidos para dichos parametros estan
dentro de lo establecido, sin embargo los criterios por comparacion con los datos

del fabricante no se cumplieron ya que no los emite en los insertos.

Palabras clave: validacion, parametros de validacion, colesterol total, control
de calidad, normalizacion.
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ABSTRACT

For any laboratory is of sum importance have systems that show that the final
result is of quality. Because of this, in the last years, has taken forces the
concept of “aseguramiento of the quality" whose object is evidenciar that what
says of “quality" sure enough like this was it. To develop these processes
requires the validation of the methods used, that is a tool that gives us the
certainty to have processes more efficient, therefore, the validation is a
procedure designed to establish in form documented that a system, a team, a
process of production or an analytical methodology fulfil with the parameters of
quality specified. In the present work described and developed the process of
validation of the method of determination of total cholesterol used in the
laboratory of clinical analyses of the faculty of Chemical Pharmacobiology,
whose team of measurement employed for the cuantificacion of the dilutions, is
the Dimension® Clinical Chemistry Sistem SIEMENS. To carry out the
experimental development of the validation,sand determined the parameters
established of agreement to indicates itdo in the Guide for the validation and
the verificacién of the procedures of examination cuantitativos employees by
the clinical laboratory issued by the EMA and the CENAM. They prepared
and quantified 5 dilutions of calibradores liofilizados of cholesterol of high
concentration and of low concentration to 0%, 25%, 50%, 75% and 100%. The
criteria of aceptabilidad for the parameters like the linealidad, accuracy and
furthfullness indicate us that the results obtained for said parameters are inside
the established, however the criteria by comparison with the data of the

manufacturer did not fulfil since it does not issue them in the insertos.

Key words: validation, parameters of validation, total cholesterol, control of

guality, normalization.
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CAPITULO |

1 FUNDAMENTO DE LA INVESTIGACION

“Lo que sabemos es una gota,
lo que ignoramos un inmenso océano.
La admirable disposicion y armonia del universo,
no ha podido sino salir del plan

de un Ser omnisciente y omnipotente”’

Isaac Newton
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1.1 INTRODUCCION AL PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

En la actualidad, el colesterol es un tema popular de conversacion, sin
embargo existe poco conocimiento sobre el temay algunas veces es erroneo. Los
mensajes publicitarios han catalogado al colesterol como una sustancia nociva, al

rebasar el intervalo bioldgico, advirtiendo que los niveles deben estar bajos.

El papel del colesterol en el organismo parece contradictorio, desempefa
funciones estructurales formando parte de las membranas celulares y también
desempefia un papel metabdlico como intermediario de hormonas y precursor de
la vitamina D vitales para el ser humano. Por otro lado, un incremento del nivel de
colesterol en la sangre conlleva a la génesis de arterosclerosis cuya causa es
subyacente de patologias como la hipercolesterolemia y enfermedades
cardiovasculares (ECV).

Estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) coloca a las
enfermedades cardiovasculares como la principal causa de muerte en todo el
mundo rebasando la mortalidad ocasionada por enfermedades infecciosas y

parasitarias.

En América Latina representan el 31% del total de lasdefunciones en esta

region(l).

En México, las ECV han sido de las principales causas de defunciones en
los dltimos 30 afios siendo la arterosclerosis coronaria la causa mas frecuente de

mortalidad por infarto agudo al miocardio(2).

La determinacion de la concentracion de colesterol total es una de las
mediciones mas frecuentemente realizadas en los laboratorios clinicos, por ello, es
de suma importancia que los métodos analiticos que utilizan los laboratorios
reflejen en el resultado el verdadero estado del paciente y de esta forma
comprobar la confiabilidad de dichos resultados demostrando que los datos

emitidos por estos métodos son confiables.
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El concepto de calidad ha ido evolucionando, desde el deseo de hacer las
cosas bien hasta plantearse como meta del laboratorio el cubrir las necesidades
del cliente. EIl avance tecnoldgico y el desarrollo del concepto de calidad en la
sociedad han producido en los laboratorios la obligacion de adoptar un sistema
gue garantice la excelencia de los resultados. Por otro lado, los laboratorios
clinicos han desarrollado sus metodologias, desde ser bastante complejas,
manuales y con un resultado poco fiable hasta llegar a convertirse en procesos
absolutamente automatizados respaldados con un sistema de informacion que les
permite obtener un resultado confiable y en un periodo de tiempo corto lo que lleva
a garantizar su competitividad.

El laboratorio de analisis clinicos desempefia un papel fundamental en el
area de la salud, los resultados que emite orientan en la deteccion, prondéstico,
confirmacion del diagndstico, control de la evolucion, control del tratamiento y
prevencion de enfermedades en el paciente. Le proporciona al médico datos

traducidos y concretos de las manifestaciones clinicas que presenta el paciente.

El implemento de un sistema que asegure el control de calidad es necesario
en todos los laboratorios clinicos. Un minimo error en la metodologia puede
desencadenar sucesos que concluyan con un resultado bastante alejado del
verdadero. Los programas de control de calidad ayudan a detectar y a remediar

fallas.

La normalizacién permite a muchos sectores implementar el sistema de
calidad, uno de los parametros implicados en dicha gestidn es la validacion de las
metodologias, Los laboratorios deben de validar todos los métodos que utilicen,
tanto los desarrollados por ellos mismos como los que proceden de fuentes
bibliograficas o los desarrollados otros laboratorios esta actividad les permitira

evidenciar que sus resultados obtenidos son fiables(3).

El laboratorio de analisis clinicos de la facultad de Quimico Farmacobiologia

inicio sus labores en el afio de 1983, con la finalidad de brindar un servicio publico
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externo del 4rea de ensefianza. En ese tiempo, el director de la facultad de
medicina inicio un programa en el que se realizaba estudios biomédicos a alumnos
egresados y de nuevo ingreso, programa en el que se incorporé la Facultad de
QFB. Meses después, sin el apoyo de recursos por parte de la rectoria, el
laboratorio empezé a dar servicio a alumnos de la Escuela Normal Superior de
Morelia y a los alumnos de la UMSNH. Las pruebas que se realizaban eran:
examen general de orina, biometria hematica, tipo sanguineo, examenes
coproparasitoscopicos y pruebas de embarazo en orina, mismas que se realizaban
mediante métodos manuales debido a que no contaba con equipo
automatizado(4).

Los servicios que se brindaban a alumnos de nuevo ingreso y a los
egresados como requisito de titulacion adn siguen vigentes. En la actualidad, se
pretende garantizar que los servicios brindados estan respaldados por normas

gue avalan el seguimiento de un riguroso control de calidad y resultados fiables

1.2 HIPOTESIS

El método para determinar la concentracidén sérica y plasmatica de colesterol
total utilizado en el laboratorio de analisis clinicos de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo,
cumple con los requisitos de control de calidad que se requieren para su

validacion.

1.3 OBJETIVOS

Los objetivos nos ayudan a establecer una vision ya sea general y particular,

son el inicio del camino y la finalidad de cualquier proceso.
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1.3.1 Objetivo general

El avance tecnoldgico y el desarrollo del concepto de calidad en la sociedad
han producido en los laboratorios la obligacion de adoptar un sistema que
garantice la excelencia de los resultados, y para poder evidenciar dicha
excelencia, los procesos y métodos empleados tendran que estar basados en las
especificaciones descritas por organismos que verifiquen el control de calidad y

que validen, certifiquen y acrediten el trabajo que se realiza.

El objetivo planteado es comprobar por medio de la validaciébn que el
método para determinar la concentracion de colesterol total cumple con los

pardmetros necesarios garantizando resultados de absoluta fiabilidad.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar los parametros de validacion especificados en la Guia para la
validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos

empleados por el laboratorio clinico emitida por el CENAM.

e Comprobar los parametros obtenidos con los datos del proveedor.

e Obtener la capacidad técnica del analista para desarrollar el método
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1.4 VARIABLES

1.4.1 Variables dependientes
e Calibracion de los instrumentos de medicion.
e Volumen de la muestra
e Equipo de quimica clinica
e Puntas para pipeta
e Temperatura
e Volumen del reactivo

e Calibradores

1.4.2 Variables independientes
e Puntas para pipetas
e Copas

e Técnicos

1.5 DELIMITACION DEL TEMA.

El desarrollo del presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de a andlisis
clinicos de la facultad de Quimico Farmacobiologia, el origen del procedimiento se
derivd de la necesidad de acreditar el sistema de calidad implementado, de esta
manera, nuestro enfoque sera particularmente sobre la validacion de los
procedimientos siendo un requisito establecido en el punto 5.5.2 de la norma I1SO
15189:2007. Nos limitaremos a determinar los parametros necesarios para validar

el método de determinacién de colesterol total.
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CAPITULO I

2 REVISION BIBLIOGRAFICA

“Nunca consideres el estudio como una obligacion,
sino como una oportunidad para penetrar
en el bello y maravilloso mundo del saber”.

Albert Einstein
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2.1 MARCO HISTORICO

Es importante resaltar el gran avance que han tenido los laboratorios la
necesidad de iniciar una gestion de control de calidad clinicos a lo largo de los
afios en cuanto a sus metodologias desarrollo tecnoldgico, precisamente a
continuacion se revisaran algunos antecedentes de los laboratorios clinicos, como

fue su evolucion y la implementacidén necesaria de gestion de calidad.

2.1.1 Antecedentes del colesterol.

Era el afio 1769 cuando un fisidlogo francés Poulletier de la Salle aislé una
sustancia aceitosa de la vesicula biliar de cadaveres, este acontecimiento fue la
primer evidencia, que comprobé la existencia del colesterol. Afios mas tarde, en
1824 el Quimico francés Michel Eugene Chevreul, en 1824 redescubrio lo ya
observado por de la Salle, separé de la bilis humana una sustancia que identifico
como "similar a una grasa" y que llamé "colesterina” e identificé que esta grasa era

el principal componente de los célculos biliares © ©.

Los quimicos alemanes Konrad Emil Bloch y FeodorLynen estudié se
dedicaron a estudiar el proceso de sintesis de colesterol; concluyeron que el
acido acético es el predecesor de una serie de reacciones que conllevan al
producto final que es el colesterol. John Cornforth, Quimico Australiano, establecio
la secuencia que lleva a formar uno de los intermediarios de la sintesis de
colesterol: el &cido mevaldnico. La comunidad cientifica acepto la relacién del
colesterol con la formacién de arteriosclerosis muchos afios después.De acuerdo
a la interpretacion de patélogos e historiadores, en la época de los romanos,
griegos y durante la edad media, las muertes que atribuian a envenenamiento
resultaron ser por infarto. Sin embargo, esta enfermedad no llamé la atencion de

los cientificos durante muchos afios. (7)
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Durante el siglo XIX cuando el mundo cientifico empez6 por interesarse en la

arteriosclerosis, los enfoques que se propusieron en esa época fueron las

siguientes:

La primera visiOn proponia que solo era un proceso de la vejez y no una

enfermedad,

En la segunda, Rudolf Virchow propuso que era una enfermedad originada

por alguna alteraciéon metabdlica de las arterias,

La tercera proponia que la arteriosclerosis el proceso de la
arterioesclerosis crecia partiendo de coagulos adheridos a las arterias se

transformandose gradualmente en placas ateroscleroéticas tipicas.

Estas tres teorias no fueron probadas experimentalmente. Hasta 1904 cuando

F. Marchand, patélogo francés-aleman, introdujo la denominacién de

arteriosclerosis con el convencimiento de que la patologia se inicia en el

revestimiento interior de la arteria. Marchand diferencié esta lesién de cualquiera

gue comenzara en otras capas de la arteria.En 1910, un comunicado producido

por el patdlogo aleman A. Windaus difundia que las lesiones por ateromas

contenian 6 veces mas colesterol libre que una pared arterial normal y 20 veces

mas colesterol esterificado. Esta publicacion fue la primera indicacion de la

relacion del colesterol con la aterosclerosis.(6)

2.1.2 Surgimiento y desarrollo de los laboratorios clinicos

El surgimiento de los laboratorios clinicos se remonta desde hace mas de 200

afos principalmente en Francia e Inglaterra.
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En el afio 1803, el aleman Johann Christian Reil propuso incorporar pequefios
laboratorios en los hospitales cuyo encargado seria el boticario donde
desempeniaria la funcion de analizar excreciones y orina de los enfermos con

objeto de investigar la naturaleza de las enfermedades(8).

En el siglo XIX se implementaron mas meétodos de analisis de la composicion
de fluidos bioldgicos con fines diagndésticos. El equipo de instrumentos disponible
estaba compuesto por microscopios, lamparas balanzas, etc. y la muestra
preferida era la orina. Los reactivos eran sencillos, generalmente las reacciones

producian un cambio de color(8).

En 1897 se realizaron las primeras medidas potenciométricas del pH

sanguineo con un electrodo de hidrégeno.

La interpretacién de los resultados era una tarea muy dificil debido a que los
conocimientos de patologia humana y fisiologia estaban menos desarrollados que

los de quimica.

A principios del siglo XX se impuso el uso de la aguja hipodérmica para la

obtencion de muestra sanguinea.

El auge de los laboratorios analitico-clinicos surgié en 1940 con el desarrollo
de la enzimologia, la descripcion de métodos de andlisis publicados en revistas
especializadas, la fundacion de asociaciones de expertos en laboratorio clinico, el
gran desarrollo de métodos de separacion como la centrifugacion, cromatografia y

electroforesis.

La evaluacion externa de la calidad tuvo origen en 1945 cuando en
Philadelphia un grupo de expertos en laboratorio clinico se reunian cada mes para
intercambiar muestras y evaluarlas independientemente, los resultados mostrados

llamaron la atencion de estos expertos y decidieron enviar muestras a todos los
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laboratorios de Pennsylvania con el objeto de su analisis y envio de resultados

anénimos.

Las graficas de control de calidad se aplicaron por vez primera en el laboratorio
clinico gracias a Levey y Jennings.La década de los afios 50 fue de gran evolucion
y desarrollo para los laboratorios clinicos. los reactivos utilizados en una
metodologia empezaron a comercializarse empaquetados, con instructivo y listos
para usarse. En 1957 inicio la era de la automatizacion, Leonard Skeggs describio
el ensamblaje de varios modulos con tareas especificas que constituyo un sistema

de flujo para determinar urea en suero(7).

2.1.3 Surgimiento del control de calidad.

A principio y fin de la segunda guerra mundial el elemento econémico mas
importante del Reino Unido y de Estados Unidos fue el comercio militar. La
necesidad de obtener consigo productos adecuados para sus determinados
propdsitos a un precio econémico, tuvo impacto en el interés de los proveedores
de entregar productos eficientes y de buena calidad. EIl control de calidad no se
aplicaba al procedimiento sino solo a los productos terminados basandose en las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas del producto, y con una posterior
comparacion de lo que requeria el cliente. Afios mas tarde, la gestion de calidad
fue extendida hacia cada una de las etapas de los procesos con el objeto de

promover una mejora continua de la produccién (9)(10)

2.1.4 Inicios de la normalizacion

La calidad que requerian los productos militares durante la segunda guerra
mundial, provoco el inicio del desarrollo de una serie de normas que regulaban los
requerimientos de compra. Dichos requisitos estaban respaldados por una

estructura ya disefiada para la gestién de calidad, la meta era que el proceso total
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fuera el adecuado y que los errores de produccién se minimizaran, a todo esto se
le sumaba una la aplicacién de auditoria, solo asi se aseguraba que las empresas

cumplian con los requisitos solicitados(9).

La estandarizacion internacional inicio aplicandose al campo de la
electronética a través de la IEC (Comisidn Internacional Electronética). Los
primeros trabajos realizados en el tema de estandarizacion en otros campos
llevaron la creaciéon de la Federacion Internacional de Asociaciones de
Estandarizacion (ISA) que inicio sus funciones en 1926 enfocandose en el campo
de la ingenieria eléctrica pero debido a la segunda guerra mundial dejo de
funcionar en 1942. Durante una reunion llevada a cabo en Londres en 1946,
delegados de 25 paises crearon una nueva organizacion mundial cuyo objetivo era
facilitar la coordinacion internacional y unificar los estandares industriales, esta
nueva organizacion se fue conocida como International
OrganizationforStandardization(1SO). (11)

La 1SO, inicio sus funciones el 23 de febrero de 1947 y emitié la primer
norma en 1951 con el titulo de "StandardReference temperaturefor industrial

lenghtmeasurement”(12).

Los problemas industriales surgidos a principios de los afios 70 evidencié la
necesidad de adoptar un sistema que normalizara la administracién de la calidad.
Algunas organizaciones adoptaron enfoques parecidos a las normas creadas por
los militares. En 1979, las organizaciones que adoptaron estos tipos de normas se
reunieron con la finalidad de revisarlas originando asi la creacion y publicacién de
la Norma BS 5750. En los siguientes afos, organizaciones de alta importancia del
Reino Unido alinearon sus sistemas con la Norma BS 5750, asegurando de esta
manera, una base de auditorias y evaluaciones. El significado de este movimiento
tuvo un gran impacto a nivel internacional lo que dio a lugar que en el afio 1987

surgiera la publicacién de las normas internacionales ISO 9000.(13)
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2.1.5 Antecedentes de la acreditacion de laboratorios.

La ILAC (International LaboratoryAccreditationCooperation) Cooperacion
Internacional para la Acreditacion de Laboratorios se funddé en 1978
formalizandose como un organismo en 1996 cuando en Amsterdam se reunieron
representantes de 44 naciones para firmar un Memorandum de Entendimiento
(MOU, Memorandum of Understanding) proporcionando las bases para ampliar la
cooperacion y establecer el reconocimiento multilateral entre integrantes de la
ILAC.México, como miembro de la ILAC se vio en la necesidad de crear un
sistema propio para la evaluacion de la conformidad de los laboratorios: el Sistema
Nacional para la Acreditacion de Laboratorios de Prueba (SINALP), se fundd por
decreto presidencial y fue publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 21 de
abril de 1980. Afos después, este organismo se reconocid como la Unica
organizaciéon de acreditamiento de laboratorios de pruebas mediante la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion. Tiempo después, se establecié el
Sistema Nacional de Calibracion (SCN) que junto con el SINALP formaron la base

del sistema mexicano de evaluacion de la conformidad.(14)

Las reformas aplicadas a la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién
el 20 de mayo de 1997 se cre0 la Entidad de Acreditacion que trabajaria todo lo
relacionado a la acreditacion. En noviembre de 1998 surge la Entidad Mexicana de
Acreditacion (EMA) misma que fue evaluada por la Secretaria de Comercio y
Fomento Industrial, y finalmente, el 15 de enero de 1999, la Entidad Mexicana de
Acreditacion quedo completamente autorizada para operar como entidad de

acreditacion.

En la actualidad, solo 30 laboratorios de la disciplina de quimica clinica han

sido acreditados por esta entidad. (15)
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Tabla 1.6.5 laboratorios de analisis clinicos acreditados por la EMA

Nombre Razon Social Rama |Disciplina FeE(;I(:Li?i?/a
Alba Guadalupe  |Alba Guadalupe Clinicos Quimica |Baja
Cervera Gomez Cervera GOmez Clinica California
Analisis DBS 'y Analisis DBS y . Quimica .
Asociados S.C. Asociados S.C. Clinicos Clinica Sinaloa
Asesores Asesores
Especializados en |Especializados en | .. . Quimica
Laboratorios S.A.  |Laboratorios S.A. Clinicos Clinica Puebla
de C.V. de C.V.

BioDiagnostics BioDiagnostics e
Laboratorio Laboratorio Clinicos QIEJ IMICA " |1axcala
Clinico, S.C. Clinico, S.C. clinica
Bioclinicos Bioclinicos -
Fleming S.A de Fleming S.A de Clinicos QIEJ'.mma I\E/Is'ta.do de
CV. CV. clinica éxico
Biomédica de Biomédica de . .
Referencia, S.A. de [Referencia, S.A.  |Clinicos 8;#]?;';36[ IEZ)IeSdthI
C.v. de C.V.
Gabinete de Gab'nete de
Radiologiay Radiologia 'y .
Ultrasonido Ultrasonido Clinicos g;f'r.mca Puebla
"Castillo”, S.A. de ’Castillo”, S.A. de mnica
C.V. C.V.
Gloria del Carmen |Gloria del Carmen Clinicos Quimica |[Baja
Alvarez Valdez Alvarez Valdez Clinica California
Grupo Diagnéstico |Grupo Diagnostico - -
Médico PROA, S.A. IMédico PROA,  [Clinicos 3%'@;% E;tlgﬁgl
de C.V. S.A.de C.V.
c Siaanbsti Grupo Diagndstico

rupo Diagnéstico [paadi
Médico PROA, S.A (Izl/leegl(i(/) PROA SA Clinicos Quimica Jalisco
de C.V., Carpermor o Clinica
7ona Occidente  |Carpermor Zona

Occidente

Grupo Lambic, Grupo Lambic, i .
S.C., Laboratorio [S.C., Laboratorio |Clinicos ng_nlca Baj‘fi .
Nova Nova Clinica California
Hospital y Clinica |Hospital y Clinica . Quimica .
Oca, SA deCV. |Oca, S.A. deCV. [(NCOS[dinica  [Nuevo Leon
Instituto Nacional |Instituto Nacional Clinicos Quimica |Distrito
de Neurologiay  |de Neurologia 'y Clinica Federal
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http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Gabinete_de_Radiolog%C3%ADa_y_Ultrasonido_%E2%80%9DCastillo%E2%80%9D,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-007&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Gloria_del_Carmen_%C3%81lvarez_Valdez&xlacr=CL-024&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Gloria_del_Carmen_%C3%81lvarez_Valdez&xlacr=CL-024&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-001&xlmat=Qu%C3%ADmica_cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-001&xlmat=Qu%C3%ADmica_cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-001&xlmat=Qu%C3%ADmica_cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A_de_C.V.,_Carpermor_Zona_Occidente&xlacr=CL-030&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A_de_C.V.,_Carpermor_Zona_Occidente&xlacr=CL-030&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A_de_C.V.,_Carpermor_Zona_Occidente&xlacr=CL-030&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Diagn%C3%B3stico_M%C3%A9dico_PROA,_S.A_de_C.V.,_Carpermor_Zona_Occidente&xlacr=CL-030&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Lambic,_S.C.,_Laboratorio_Nova&xlacr=CL-036&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Lambic,_S.C.,_Laboratorio_Nova&xlacr=CL-036&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Grupo_Lambic,_S.C.,_Laboratorio_Nova&xlacr=CL-036&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Hospital_y_Cl%C3%ADnica_Oca,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-015&xlmat=Qu%C3%ADmica_cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Hospital_y_Cl%C3%ADnica_Oca,_S.A._de_C.V.&xlacr=CL-015&xlmat=Qu%C3%ADmica_cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Instituto_Nacional_de_Neurolog%C3%ADa_y_Neurocirug%C3%ADa_%22Manuel_Velasco_Su%C3%A1rez%22&xlacr=CL-022&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Datos_CL.aspx?xltda=Instituto_Nacional_de_Neurolog%C3%ADa_y_Neurocirug%C3%ADa_%22Manuel_Velasco_Su%C3%A1rez%22&xlacr=CL-022&xlmat=Qu%C3%ADmica_Cl%C3%ADnica&xlnor=NMX-EC-15189-IMNC-2008_/_ISO_15189:2007_-_Laboratorios_Cl%C3%ADnicos-_Requisitos_particulares_para_la_calidad_y_la_competencia
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2.2 MARCO TEORICO.

En la siguiente revision se pretende explicar las caracteristicas del colesterol,
antecedentes, la tarea que juega en nuestro organismo asi como también
abordaremos en la relacion del colesterol elevado con las enfermedades
cardiovasculares su incidencia a nivel mundial y nacional. Adentraremos en el

tema de validacion y los parametros necesarios para llevar a cabo el proceso.

2.2.1 ;Qué es el colesterol?

El colesterol (del griego kole, “bilis” y stereos, “solido”) es una molécula
insipida e inodora que pertenece al grupo de los esteroles cuya clasificacion
asignada ha sido como lipidos o grasas lo que los hace insolubles en agua y
solubles en compuestos organicos como éter, acetona y cloroformo. Esta
insolubilidad que caracterizaal colesterol le impide distribuirse hacia los 6rganos,
actividad que solo puede realizar asociandose a proteinas transportadoras de

colesterol, triglicéridos y fosfolipidos(16).

Las 2 principales lipoproteinas transportadoras de colesterol son las

siguientes: (17)

1. Lipoproteinas de baja densidad (LDL). También denominado como
“colesterol malo”, tienen la finalidad de transportar el colesterol
proveniente de la dietahacia las células, niveles elevados de esta
proteina da lugar a la acumulacion de grasa (ateromas) en las
paredes de las arterias que es el inicio de un desarrollo
aterosclerotico.

2. Lipoproteinas de alta densidad (HDL). También denominado
“colesterol bueno” , Transportan el colesterol de las células hacia el
higado donde es eliminado del organismo
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El colesterol total en la sangre corresponde a la suma del colesterol

transportado en particulas de LDL, HDL vy otras lipoproteinas.

2.2.1.1 Procedencia del colesterol.

El colesterol que dispone el organismo tiene dos origenes, uno enddégeno
es mediante la sintesis de novo y el otro es exdgeno, procedente de la dieta. De
este modo, el colesterol absorbido en el intestino procede de distintas fuentes
como la dieta, la bilis y la descamacion intestinal. Aproximadamente, un 15 % de
colesterol de la dieta se encuentra esterificado con un acido graso y la enzima
éster hidrolasa se encarga de liberarlo de la emulsion formada por triglicéridos y
fosfolipidos mediante la digestion, asi puede ser transportado mediante micelas
formadas por acidos biliares (AB) y fosfolipidos. Estas micelas han sido vertidas
desde el higado hasta el duodeno con funcion de detergente para la grasa
contenida en la dieta.(18)(19)

AB: 200-400 mg/dia

Dieta

Colesterol:
300-500 mg/idia

Bilis: 600 mL/dia

AB: 2.000-3.000 mg/h

Colesterol:;
800-1.200 mg/dia

Colesterol: 300 mg/dia

17—> Absorcion colesterol

30-TO%
Reabsorcion AB 95%

— Excrecion colesterol
S A 7 ap0.70%
Excrecion de AB 5%
Intestino
Figura 2-1 Fuentes y aportes de colesterol y acidos biliares (AB) en la circulaciénenterohepdtica. (18)
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2.2.1.2 Funciones del colesterol en el organismo.

El papel de esta biomolécula es formar parte de las membranas biol6gicas
de las células eucariotas, es este sitio regula su fluidez y permeabilidad y
consecuentemente su funcion. Mas del 90% del colesterol se localiza en las

membranas mientras que solo un 7% circula en la sangre.(18)

Otro papel importante del colesterol en el organismo es como intermediario de la

sintesis de biomoléculas tales como:

e La vitamina D. El organismo sintetiza esta biomolécula por medio de
la luz ultravioleta o irradiacion solar sobre el intermediario 7-
deshidrocolesterol que esta presente en la epidermis.

e Los acidos biliares.

e Hormonas esteroideas como andrégenos, estrogenos,
progestagenos, glucocorticoides. Se sintetizan a partir de la Acetil-

CoA, en rutas parecidas a la sintesis de colesterol.(18)(20)

2.2.1.3 Sintesis.

De la biosintesis del colesterol, un 10% se realiza en el higado del
colesterol, el higado sintetiza aproximadamente el 10% vy aproximadamente un
15% en el intestino. La sintesis se realiza en el citoplasma a partir del grupo
acetato de dos carbonos de la Acetil-CoA.

La Acetil-CoA es producto de una oxidaciéon (acidos grasos o piruvato) en
las mitocondrias y es transportada al citoplasma o también puede derivar de una
oxidacion del etanol producida en el citoplasma. Todas las reacciones de

reduccion de sintesis del colesterol utilizan NADHP como cofactor.

Los isoprenoides que intermedian la sintesis de colesterol pueden dirigirse
a otras rutas de sintesis tal como para el dolicol o la cadena lateral del heme-
a.(21)
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El proceso de la sintesis de colesterol consta de 5 pasos:

1. La acetil-CoA se convierten en 3 hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)

2. La HMG-CoA se convierte en mevalonato

3. El mevalonato se convierte en la molécula basada isopreno, el isopentenil
pirofosfato (IPP), con la pérdida concomitante de CO2

4. EIIPP se convierte en escualeno

El escualeno se convierte en colesterol (22)

(2) NADPH (3) ATP

- HMG-CoA
acetyl-CoA Setis g .
+ ——=HMG-CoA ¥-mevalonate isopentenyl-PP

acetoacetyl-CoA HMlG-:ZoA
redquctase
Co, D
dimethyallyl-PP
prenylated
proteins
geranyl-PP
_ +
geranylgeranyl-PP& isopentenyl-PP
heme a
steroids dolichol farnesyl-PP
i ubiquinone +
- farnesyl-PP
2 adrenals, bt
liver /" gonads vitamin D

DHCR7
Cholesterol «——7-denyarocholesterol =-.------lanosterol=——squalene

Figura 2-2. Ruta de la sintesis de Colesterol(22)
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2.2.1.4 Estructura quimica.

El colesterol es un esterol caracterizado por presentar un grupo hidroxilo,
un doble enlace entre los carbonos 5 y 6 y una cadena lateral de 8 &tomos de
carbono unida en el carbono 17. El nombre quimico del colesterol es 33-hidroxi-
5,6-colesteno.

H3 C.l‘:f;!“ C I-I3

HO

FIGURA 2-3 . Estructura de la molécula de colesterol

2.2.2 Incidencia mundial y nacional de las enfermedades relacionadas a

altos niveles de colesterol.

Una elevada concentracion de colesterol en la sangre puede tener
consecuencias patologicas severas debido a que los niveles altos de colesterol en

sangre favorecen la génesis de arteriosclerosis.

Las patologias mas importantes vinculadas a niveles elevados de colesterol

son las enfermedades cardiovasculares.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades

cardiovasculares son(23):
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e La cardiopatia coronaria

e Las enfermedades cerebrovasculares
e Las arteriopatias periféricas

e La cardiopatia reumatica

e Las cardiopatias congénitas

e Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares.

La OMS coloca a las enfermedades cardiovasculares como la principal
causa de mortalidad en todo el mundo rebasando la mortalidad ocasionada por

enfermedades infecciosas y parasitarias.

En 2008 representaron el 30% del total de las muertes registradas en todo
el mundo y de este porcentaje, mas del 80% afecto a paises de bajos y medianos
ingresos y se calcula que para el afio 2030 habra aproximadamente 23 millones
de decesos.(24)(25)

Las enfermedades cardiovasculares ocupan un lugar importante en la
mortalidad y morbilidad en el continente americano. Estudios de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), indican que durante los préximos diez afios se
estima que ocurriran aproximadamente 20.7 millones de defunciones por
enfermedades cardiovasculares en América, de las cuales 2.4 pueden ser
atribuidas a la hipertensién arterial, componente importante del riesgo
cardiovascular.En el periodo del 2000 al 2007 las enfermedades cardiovasculares
tuvieron una gran incidencia de mortalidad en la regibn de las américas
dominando las enfermedades isquémicas del corazon con un 43% de todas las
muertes, seguido de las enfermedades cerebrovasculares y las hipertensivas con

un 22% y 9% respectivamente. ©,

En América Latina y el Caribe las Enfermedades Cardiovasculares ECV
representan una tercera parte de todas las defunciones asociadas a

enfermedades crénicas no transmisibles.Reconoce que la epidemia de estas
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enfermedades avanza rapidamente en paises desarrollados y en vias de
desarrollo. En América Latina representan el 31% del total de lasdefunciones. Se
pronostica que durante los proximos 10 afios ocurriran 20.7 millones de

defunciones por enfermedades cardiovasculares @7,

La mortalidad en el pais a causa de estas enfermedades concentra las
cifras mas altas en los estados del norte y centro del pais,en particular, la
enfermedad isquémica del corazon registro tasas de 49.1 a 79.8 defunciones por
cada 100mil habitantes particularmente la enfermedad isquémica del corazon que
durante 2006 registro tasas de 49.1 a 79.8 defunciones por 100 mil habitantes.(27)

Mortalidad por enfermedad isquémica
Rango

I:I 16.832.49
[ 33.090.0
I 491651
Bl c5.250.8

Figura 2-4. Tasa de mortalidad por enfermedad isquémica del corazén en el afio 2006.Fuente: INEGI/SS-
DGIS. CONAPO, 2002. Proyecciones de la poblacién de México 2000-2050.(16)
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Mortalidad por enfermedad cerebrovascular
Rango

[ ] 242333
[ 334363
3b.4-40.0
- 40.1-65.3

Figura 2-5. Tasa de mortalidad por enfermedad cerebrovascular en el afio 2006. . Fuente: INEGI/SS-DGIS. CONAPO,
2002. Proyecciones de la poblacién de México 2000-2050.(16)

Dada la situacion epidemiolégica del colesterol a nivel mundial, hoy en dia,
existen numerosas campafas que tienen por objeto el hacer conciencia en la
poblacion para controlar sus niveles de colesterol, de ahi, nuestra tarea es
entregar resultados fiables, verdaderos, que le permitan al cliente tomar con

confianza decisiones posteriores.
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2.3 DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL EN SANGRE BASADO EN
EL SISTEMA DE QUIMICA CLINICA DIMENSION®.

Tanto el colesterol libre como el esterificado presente en la muestra
originan, segun las reacciones acopladas descritas a continuacion, un complejo

coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

El colesterol estearasa (CE) cataliza la hidrolisis de los esteres de colesterol
para producir colesterol libre que junto con el colesterol libre preexistente se oxida
en una reaccion catalizada por el colesterol oxidasa (CO) para formar colest-4-
ene-3-ona y peroxido de hidrogeno. En presencia de la peroxidasa de rabano
(HPO), el peroxido de hidrogeno formado se utiliza para oxidar N,Ndietilanilina-
HCl/4-aminoantipirina (DEA-HCI/AAP) y producir un cromoéforo que se absorbe a
540 nm. La absorbancia debida a la DEA-HCI/AAP oxidada es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol total y se mide utilizando una técnica

de punto final policroméatica (452, 540, 700 nm).

Esteres de colesterol CE colesterol + acidos grasos
Colesterol + O, €O scolest-4-ene-3-ona + H,O,
2H,0, + DEA-HCI/AAP —HFC 3H,0+DEA-HCI/AAP oxidado

Los valores esperados para esta determinacion son los siguientes:
Conveniente:<200 mg/dL
En el limite de nivel elevado: 200-239 mg/dL

Elevado: 2240mg/dL
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2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

2.4.1 Objetivo de la validacion

El objeto de validar un método es conocer las caracteristicas y su error
analitico para después compararlo con las especificaciones de calidad y asi poder
determinar si el método tiene la aptitud y caracteristicas que se requieren para ser

utilizado.

2.4.2 ¢Por qué se debe validar?

e La medicién analitica tiene mucha importancia e influye en aspectos como el

costo, salud, el &mbito legal etc.

e La normaNMX-EC-15189-IMNC-2008 pide que se validen los métodos.

e Por la tarea profesional del analista. El cliente espera que sus resultados sean
fiables, por lo general, el analista es cuestionado cuando existe algun conflicto
con el producto emitido; aqui la importancia del profesional en demostrar que
la respuesta informada es la correcta. Debe determinarse el resultado correcto

y debe haber capacidad para demostrar que es correcto.

e El cliente necesita tomar con confianza las decisiones basandose en los

resultados que le fueron proporcionados (28)

2.4.3 ¢Cuando se valida?

e Cuando se ocupa verificar que los parametros de aptitud del método son
adecuados para su propésito.

e Cuando se implementa o desarrolla un nuevo método.

e Cuando se realizan cambios en el método que pueden mejorarlo o hacerlo

mas deficiente.
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e Cuando el control de calidad especifique que el método esta cambiando con el
tiempo

e Cuando un método ya establecido se utiliza en un laboratorio diferente, con
analista diferente o con equipo instrumental diferente.

e Cuando se desean comparar 2 métodos.

2.4.4 ¢Quién realiza la validacién?

El responsable de asegurar que el método ha sido validado adecuadamente
es el laboratorio, si este utiliza un método normalizado que ya ha sido validado
entonces solo necesitara establecer los datos de desempefio para la apropiada

utilizacion del método.

Otro modo de realizar la validacion es mediante un estudio de colaboracion.
Si el método que se esta analizando tendra un uso amplio. Tendra que validarse
mediante un estudio de colaboracion entre varios laboratorios pero muchas veces
no se puede ejecutar este tipo de procedimiento ya sea por el desinterés de los
demas laboratorios o por la probable competencia de los que si estan interesados.
La ventaja de esta limitante es que la informacion de comparabilidad entre
laboratorios no siempre es requerida, de lo contrario, se puede hacer el ensayo en
otro lugar con materiales de referencia certificados para obtener los datos y asi

lograr la validacion.(3)

La aceptacion de los métodos validados por un solo laboratorio va a depender
si cumplié con los lineamientos que cubren las recomendaciones del método de

referencia. Debe evidenciar que se ha establecido:(3)

Los requisitos establecidos para las mediciones realizadas en el método.

Las formas del analito que ha sido medido

w N e

La identificacion y cuantificacion de las interferencias.

4. Las fuentes de error y los medios para su control.
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El laboratorio que usa un método es responsable de asegurar que esta

adecuadamente validado. Si se usa un método normalizado validado, el usuario

solamente necesita establecer los datos de aptitud para el uso propio del

métodohaberse validado y verificar el desempefio acorde a las especificaciones

del proceso de validacion.

2.4.5

Seleccion del método.

El laboratorio utilizara los métodos que le sean convenientes de acuerdo a su

propésito, estos métodos pueden ser:(29)

a)

b)

Métodos normalizados.

Aquellos que son desarrollados por una organizacion de normalizacion
reconocida cuyos métodos son aceptados por el sector técnico
correspondiente. Si este tipo de métodos es el que se adopta, entonces el
laboratorio deberd asegurarse que sea el de la dltima edicién, ademas
implementara un sistema de evaluacién hacia un probable cambio en las
nuevas versiones del método, obteniendo datos que nos muestren las
diferencias de equipo, formacion del personal, y demas parametros para su

ejecucion.

Métodos no normalizados: es un método que ha sido adaptado por el

laboratorio a partir de otro que si esta normalizado.

Método desarrollado por el laboratorio: no se encuentra registrado en

normas ni en publicaciones.
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2.4.6 Técnicas de validacion.

La norma NMX-17025 sugiere las siguientes técnicas para validar un
método:(30)

1. Calibracién usando patrones de referencia. EI mejor punto de partida para
llevar a cabo una validacion es la utilizacién de patrones de referencia sin
embargo, esta accion no define la validacion, pero, si el resultado se
compara con un patréon o material de referencia y hay concordancia

entonces el objetivo se puede lograr.

2. Comparacion de los resultados obtenidos con otros métodos. Si los
resultados de dos o masmeétodos usando patrones de referencia coinciden,
se demuestra que el principio teorico y desempefio individual son
consistentes entre si, garantizando la validez de los comparados que se

han comparado.

3. Comparaciones entre laboratorios. Si los resultados de varios laboratorios
coinciden, y que estos se obtuvieron mediante métodos diferentes
utilizando patrones de referencia, se garantiza la validez, pero, si fueron

datos de un método en comun, la validez puede ser limitada.

4. Evaluacion sistematica de los factores que influyen en los resultados. Si el
método se desarrolla de manera incorrecta, puede tener errores
sistematicos que tienen consecuencia mayor que los factores de influencia

evaluados, en este caso, la técnica limita la validacion.

5. Evaluacién de la incertidumbre de los resultados basandose en el
conocimiento cientifico de los principios del método y experiencia de la
practica. La validacion se respalda mediante esta técnica empleando
argumentos cientificos ampliamente descritos y desarrollados, analisisde

resultados de experimentos, evaluaciones, caracterizaciones y, en general,
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datos que permitan determinar la validez del método. La garantia que
ofrece esta técnica resulta serlimitada, pues los posibles errores
sistematicosdel método pueden no estar considerados en laevaluacion de
incertidumbre. Esta técnica no es exclusiva de laboratorios nacionales,

perorequiere una profunda y exhaustivadocumentacion.

2.4.7 Tipos de validacion.

Asi como existen varias técnicas de validacion, también veremos que existen 2

tipos de validacion: (31)

1) Validacion parcial: también se le conoce como prueba inicial de
desempefio o confirmacion del método, se realiza con el objeto de verificar
gue los métodos normalizados cumplen con las caracteristicas de
desempefio con las condiciones del laboratorio también se debe aplicar
cuando se requiera hacer cualquier tipo de cambio en el método
normalizado. Los parametros que deben determinarse son los
siguientes:Recuperaciéon, Limite de deteccion, Limite de cuantificacion,
Intervalo lineal y de trabajo, Reproducibilidad, Repetibilidad, Sesgo,

Incertidumbre

2) Validacién total: se aplica cuando se desarrollan métodos no
normalizados o que este haya sido modificado, los parametros que se
deben determinar son: recuperacion, limite de deteccién, limite de
cuantificacion, Intervalo lineal y de trabajo, reproducibilidad, repetibilidad,

sesgo, incertidumbre, sensibilidad, selectividad, robustez.
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2.4.8 Desarrollo del proceso devalidacion.

Mediante el proceso del desarrollo de un método puede llegar el punto en
el que se requiera adaptar otro existente para adecuarlo a la nueva aplicacion. Por
otro lado, implicaria al analista empezar desde cero aplicando su conocimiento y

experiencia. Esto implica mas trabajo y la duda de si el objetivo se va a cumplir.

2.4.8.1 Parametros de validacion.

Los parametros de validacion se consideran como las caracteristicas que
se le deben cuantificar al método, las cuales le indican el grado de calidad que

presenta, por lo tanto necesitan evaluarse.(32)

Los parametros de validacion que se deben evaluar a son los
siguientes:(32)(33)

1) Linealidad.Se considera como el tramo de concentraciones del analito en
el que el resultado de la medicion es una funcion lineal de la concentracion.
Se necesita evaluar los resultados maximo y minimo que se pueden

reportar.

2) Precision.Al realizar la medicién, se deben de obtener réplicas de los
resultados para observar el grado de concordancia que tienen entre si. La
precision se divide en dos parametros repetitividad y reproducibilidad:

e Repetitividad. Se conoce como la desviacion estandar obtenida al analizar
una misma muestra varias veces, en un periodo de tiempo corto, sin

cambiar de equipo de medida, reactivos o analista.

e Reproducibilidad.se define como la desviacion estandar obtenida al

analizar varias veces la muestra en dias distintos, pudiendo variar
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condiciones tales como el equipo, reactivos o analistas. Se habla de
reproducibilidad interlaboratorio cuando las medidas se realizan en
laboratorios distintos (ensayos de intercomparacion). La reproducibilidad
intralaboratorio se realiza en un solo laboratorio, preparando los patrones
de calibracion cada vez, en distintos dias y cambiando en la medida de lo
posible de equipo y analista. A esta reproducibilidad intralaboratorio se la

conoce como precision intermedia.

e Veracidad. Este pardmetro se determina contra un valor verdadero o un

valor convencional, estos valores son trazables a patrones internacionales.

e Limite de deteccidén. Es una caracteristica de las pruebas limite, estas
pruebas comprueban si la cantidad del analitose encuentra por encima o

por debajo del nivel establecido

e Selectividad, se refiere a la capacidad del método de determinar el analito

sin la interferencia de impurezas

e Sensibilidad analitica. se refiere al cambio en la sefial correspondiente a
un cambio de concentracion de analito. Para el intervalo lineal de
unmétodo, la sensibilidad corresponde a la pendiente de la recta de
calibracion, y es unpardmetro objeto de seguimiento cuando se efectlan

calibraciones rutinarias.

e Intervalo de trabajo. Se debe determinar el intervalo de concentraciones
de analito dentro del cual se puede aplicar el método; esto se refiere a las
concentraciones efectivamente medidas y no a las muestras originales. En
el extremo inferior del intervalo de concentraciones el factor limitante es el
valor del limite de deteccidn; en el extremo superior el alcance depende de
la respuesta del instrumento o de condiciones analiticas establecidas como
Optimas. Dentro del intervalo de trabajo puede existir un rango de respuesta

lineal (intervalo lineal); La evaluacion del intervalo de trabajo y del intervalo
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lineal permiten definir qué grado de calibracion se requerira al usar el
método; en el intervalo lineal puede ser suficiente un puntode calibracion
para establecer la pendiente de la linea de calibracion. En el resto del

intervalode trabajo sera necesaria la calibracion en multiples puntos.

e Especificidad analiticaEs la capacidad del método de evaluar
inequivocamente al analito cuando se encuentra compartiendo un medio

con factores que pueden intervenir en su medicion.

e Incertidumbre.Es un pardmetro, no negativo asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que pueden atribuirse

razonablemente al mensurando.

Si el método ha sido validado bajo las condiciones de operacién y pruebas
extensivas, entonces se espera que el analista opere satisfactoriamente dentro del
nivel existente, de ahi la importancia de verificar el desempefio del operador

contra los requisitos de la especificacion analitica.

2.4.9 Utilizacién de los datos de la validacidon para disefiar el control de
calidad.

La validaciébn de los métodos nos da una idea de los parametros de
desemperio y de las limitaciones que se pueden experimentar con el uso rutinario
del método. Cuando el laboratorio utiliza el método, es necesario aplicar controles
especificos para verificar que el método estd actuando en la manera esperada.
Durante la validacion, el método se aplica amuestras de contenido y valor
conocido, pero una vez que el método se aplica de forma rutinaria, este se utiliza
para muestras de contenido desconocido permitiendo determinar el valor de la
muestra que se estad ensayando. Para poder decidir si la variedad de respuestas

gue se obtienen reflejan cambios inesperados o no deseados en el desempeiio del
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método, se deben analizar muestras de valor conocido que son las muestras de

control de calidad.

2.4.10 Documentacién de métodos validados

Una vez completado el proceso de validacion, es muy importante
documentar los procedimientos para que el método pueda ser claramente e
inequivocamente implementado, esto por la razéon de que en las diferentes
valoraciones del método llevadas a cabo durante el proceso de validacion,
asumen que el uso del método sera utilizado de igual manera cada vez, si esto no
se aplica, entonces el verdadero desempefio del método no correspondera al
desemperio real predicho por los resultados de validacion. La documentacion debe
limitar su alcance para que no sean introducidas variaciones accidentales al
método. La documentacion debe ser apropiada para propdésitos de evaluacion y

auditorias.

Una documentacién apropiada del método ayuda a asegurar que la
aplicacién de este en una ocasion sea consistente con la préxima, ademas, los
métodos documentados forman una parte importante del sistema de gestion de
calidad de un laboratorio y deben ser sujetos a los requisitos que se establecen
para el control de la documentacion del sistema de gestion de calidad del
laboratorio, esto con el propésito de asegurar que los métodos y procedimientos

gue fueron aprobados como apropiados para el uso son utilizados correctamente.
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2.5 MARCO LEGAL

La calidad de un producto se tiene que garantizar mediante el control del
proceso de este, y asegurando que todos los que intervienen en su elaboracion

tengan la capacidad técnica prevista.

La normalizacion es una actividad colectiva que estd encaminada a dar
soluciones, en situaciones repetitivas provenientes del campo cientifico o técnico y
consiste en la elaboracion, difusion y aplicacion de normas. La normalizacion abre
el camino a un idioma técnico comun entre las organizaciones, permitiendo asi la
racionalizacion de la produccion, mediante el dominio de las caracteristicas
técnicas de los productos, la satisfaccion de los clientes,la validacion de los
métodos de produccién y el aumento de ganancias en torno a un importante

rendimiento de los procesos.

Con lo anterior podemos resumir que el control de calidad de un laboratorio
es el resultado de aplicar normas y criterios rigurosos, que Vverifiquen los

resultados obtenidos.

2.5.1 Organismos internacionales de normalizacion.

Las organizaciones internacionales encargadas de la normalizacién son las

siguientes:

2.5.1.1 IEC: (International Electrotechnical Comision), Comision Internacional de
Electronética.

Esta comision ha publicado mas de 500 normas internacionales, ademas,
su “programa de pais afiliado” esta destinado a alentar a los paises que no
participan en la organizacion a adoptar las normas internacionales como normas
nacionales también les brinda apoyo para ayudarlos a formar comités nacionales

ya una vez que sean miembros de la organizacion(34).
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2.5.1.2 ITU: (International TelecomunicationsUnited), Union Internacional de
Telecomunicaciones.

Fue fundada con principios de cooperacion entre gobiernos y organismos
privados. La organizacion se divide en grupos de estudio que estan autorizados
para desarrollar  “recomendaciones ITU” con el estatus de las normas

internacionales. los sectores dentro de la organizacion son los siguientes:

¢ Radiocomunicaciones (ITUR),
¢ Normalizacion de Telecomunicacion (ITU-T)

e Desarrollo de Telecomunicacion (ITU-D) (34)

2.5.1.3 ISO (International OrganizationforStandardization)Organizacién Internacional
para la Estandarizacion

Es un organismo que se encarga de promover el desarrollo de normas
internacionales de fabricaciébn tanto de productos como de servicios, de
comercio y comunicacion para todas las areas industriales excepto de la
eléctrica y electrénica. Esta organizacion agrupa a mas de 100 paises, y su
objetivo es fomentar el desarrollo de actividades de normalizacion a nivel
mundial y facilitar el intercambio de servicios y bienes entre paises, también
pretende abrir una cooperacién entre los campos cientifico, intelectual, técnico

y economico(34)

La estructura de la ISO comprende los siguientes grupos:

e Miembros Natos. Son la representacion unitaria de cada pais

e Miembros Correspondientes: representan a los paises en vias de

desarrollo que no cuentan con un comité nacional de normalizacion.
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e Miembros Suscritos: representan a los paises cuya economia es

reducida.

Estructura interna de la ISO.

Consejo Técnico: Se encarga de la aprobacion de proyectos de normas

Comités Técnicos ISO: su tarea es estudiar las bases cientificas de la

normalizacion.

Subcomités Técnicos: se conforman por cada uno de los paises que son
miembros de la organizacion, el papel de este comité es representar el punto de
vista de fabricantes, vendedores, profesionales de la ingenieria, laboratorios de
pruebas, gobiernos, servicios publicos, etc.

La creacion y revision de las normas internacionales es la funcién de los comités
técnicos creados por el consejo técnico.(35)

ISO 9000: SISTEMAS DE GESTION DE CALIDAD.

La aplicacion de estas normas requiere de un sistema que este bien
documentado que permita controlar los procesos utilizados para el desarrollo y
fabricacion de productos. El fundamento de este sistema se enfoca a los
elementos que todo sistema debe tener controlado con la finalidad de garantizar
gue los productos se fabriquen en la forma y tiempo adecuado. Existen 3 grandes
apartados:(36)(35)

e IS0 9000:2000, Sistemas de Gestion de Calidad: Principios y vocabulario.

e [|SO 9001:2000, que trata sobre los requisitos de los Sistemas de Gestién
de Calidad, y las
e ISO 9004:2000, que se refieren a recomendaciones para llevar a cabo las

mejoras de calidad.
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NORMAS ISO 14000: GESTION AMBIENTAL.

Este grupo de normas se enfoca a la gestion ambiental de las
organizaciones, el objetivo es promover la estandarizacion de formas de
produccién que protejan al medio ambiente, haciendo minimos los dafios que le

puedan causar las actividades organizacionales.

Los estandares promotores de las ISO 14000 se disefiaron para promover
un modelo eficaz de Sistemas de Gestion de Calidad (SGA), facilitar el desarrollo
comercial, y econédmico mediante un lenguaje comun de protecciéon al medio
ambiente. el SGA cumple y mantiene un gerenciamiento ambiental efectivo,
identificando politicas, procedimientos y recursos, conllevando a la evaluacion
rutinaria de impacto ambiental.Los estandares referentes al tema ambiental esté

compuesta por las siguientes normas.(37)

1. 1SO 14000: Guia a la gerencia en los principios ambientales, sistemas y

técnicas que se utilizan.

2. 1SO 14001: Sistema de Gestibn Ambiental. Especificaciones para el uso.

3. 1SO 14010: Principios generales de Auditoria Ambiental.

4. 1SO 14011: Directrices y procedimientos para las auditorias.

5. 1SO 14012: Guias de consulta para la proteccién ambiental. Criterios de

calificacion para los auditores ambientales.

6. 1SO 14013/15: Guias de consulta para la revision ambiental. Programas

de revision, intervencion y gravamenes.

7. 1S0O 14020/23: Etiquetado ambiental.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 49



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

8. I1SO 14024: Principios, practicas y procedimientos de etiquetado

ambiental.

9. ISO 14031/32: Guias de consulta para la evaluacion de funcionamiento

ambiental.

10.1SO 14040/4: Principios y practicas generales del ciclo de vida del

producto

11.1S0O 14050: Glosario

12.1SO 14060: Guia para la inclusion de aspectos ambientales en los

estandares de productos.

Las caracteristicas de este conjunto de las normas es gue son estandares
voluntarios, sin obligacién legal, se trata de documentacién de procesos que
ayudan a organizaciones privadas y gubernamentales a establecer y evaluar sus
SGA, no proporcionan objetivos ambientales cuantitativos ni establecen limites en

cuanto a emision de contaminantes.

2.5.2 NORMA [SO 15189:2007

Esta norma internacional esté basada en las normas ISO 9001 e ISO /IEC
17025. Estipula los procedimientos para una correcta gestion de los servicios que
ofrece un laboratorio clinico, que abarcan desde la identificacion y toma de
muestras del paciente, transporte, almacenamiento, hasta el estudio de las
muestras, comunicacion y asesoramiento. Hace referencia hacia la seguridad y
ética del servicio que se ofrece. En el estandar de la ISO 15189 se distinguen dos

partes:

1) Requisitos de gestién, hace referencia a las necesidades para la

certificacion del sistema de gestion de calidad.
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2) Requisitos técnicos, se refieren a los requisitos necesarios para el

personal, procedimientos, equipos e infraestructura.

Esta norma les permite a los laboratorios de analisis clinicos desarrollar su
sistema de gestion de calidad y la evaluacién de sucompetenciatécnica. Otros

beneficios que ofrece esta norma son:

e Compromiso con el servicio que brinda el laboratorio y la confiabilidad de

sus resultados.

e mejora de la imagen y la confianza a nivel internacional

e incremento de la productividad por las exigencias del cliente, mejora de las

calibraciones y ensayos.

2.5.3 NORMA ISO 17025: Requisitos generales para la competencia técnica

de los laboratorios de ensayo y calibracién.

= NMX-EC-17025-IMNC:2006 (México).
= UNE-EN ISO/IEC 17025:2005

= |IRAM 301:2005 (Argentina).

= NTC-ISO/IEC 17025:2005 (Colombia).
= NCh-ISO 1702502005 (Chile).

La Norma ISO-17025 Surgié como guia de referencia para los laboratorios

que realizan actividades de calibracion o ensayo que necesitan demostrar:

= Que operan un sistema de gestién de la calidad eficaz y en mejora

continua. Laboratorio implementa un sistema de gestion de la calidad que
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le permite administrar y utilizar la documentacion del laboratorio, tanto de

gestiébn como técnica

= Que son técnicamente competentes. Demuestra competencia técnica
del personal, instalaciones y condiciones ambientales adecuadas, métodos
validados, equipo y patrones confiables con trazabilidad a las unidades del

Internacional de Unidades

= Que son capaces de producir resultados de ensayo o calibracion
confiables, implementan programas de aseguramiento de la calidad de sus

resultados generar resultados técnicamente validos.

Esta norma es una guia de referencia de las entidades acreditadoras, se utiliza
a nivel mundial con el propdésito de acreditacion (38).Si se desea normalizar un
proceso, es necesario evidenciar que este se realiz6 de acuerdo a lo establecido
en la norma, por ello, se deben cumplir con cada punto especificado en una norma

acerca de una validacion.
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CAPITULO 1l

3 . METODOLOGIA DE LA VALIDACION

"Siempre que te pregunten si puedes hacer un trabajo,
contesta que siy ponte ensequida
a aprender como se hace."

Franklin Delano Roosevelt

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 53



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

3.1 ASPECTOS GENERALES.

Las metodologias son la pieza esencial de toda investigacion, son una de
las etapas especificas de un trabajo o proyecto que parte de una posicion tedrica y
conlleva a una seleccibn de técnicas concretas (o métodos) acerca del
procedimiento para realizar las tareas vinculadas con la investigacion, el trabajo o

el proyecto.

El disefio experimental de la evaluacioén de los pardmetros para la validacion
de colesterol fue basado en la guia CENAM/EMA “Guia para la validacion y
verificacion de los Procedimientos de examen cuantitativos empleados por el
laboratorio clinico”. En esta etapa se demuestra la efectividad y reproducibilidad

del sistema.

3.2 Materiales e instrumentos.

¢ Equipo Dimension® ClinicalChemistrySistem SIEMENS
e Celdas para medicion

e Contenedores para celdas

e 1 micropipeta calibrada de 100 pL

¢ 1 micropipeta calibrada de 1000 pL

e Puntas de plastico para micropipeta

e Balanza analitica

e Termometro

e 1 Pipeta volumétrica de 1mL

e 1 Pipeta volumétrica de 5mL

e Microtubos

3.3 Reactivos
e Controles liofilizados DADE® Moni-Trol
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e Reactivo para colesterol Flex® reagent cartridge CHOL
e Calibradores DIMENSION® CHOL CAL

e Agua gradoreactivo

El software Microsoft Excel 2010 se para crear la base de datos y realizar los

calculos requeridos.

3.4 Metodologia.

El equipo DIMENSION® se utilizé para realizar la medicion cuantitativa de las
muestras. Antes de proceder con el método, el equipo debe estar calibrado,
ademas, se le debe de aplicar las pruebas de mantenimiento diario que son las de

agua y aire junto con la corrida de los sueros control.

Para un funcionamientodptimo del sistema de quimica clinica DIMENSION®

RxL Max™ se debe manejar bajo las siguientes condiciones:

Temperatura: 5°C a 40 °C

Humedad: maximo 80% a 31 °C a 50% a 40°C
Altitud: maximo 2000m

Alimentacion de red: 115+10% Vc.a, 50/60 hz

Categoria de sobretension: categoria Il, conectado a un circuito derivado

vV V.V V V VY

Grado de contaminacion: grado 2, normal dentro de un laboratorio, el
aire solo contiene contaminantes no conductores, con condensacion

ocasional
3.4.1 Evaluacion de lalinealidad.
Para la determinacion de este parametro utilizamos calibradores liofilizados

de colesterol DIMENSION® ClinicalChemestrySystem, de concentraciones: baja

78mg/dL y de concentracion alta 447mg/dL, con un nimero de lote: 2MD036.
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Es muy importante seguir correctamente las instrucciones para la
reconstitucion de los calibradores ya que es el punto de partida para lograr
resultados correctos. Las instrucciones para este procedimiento estan indicadas el

inserto.

3.4.1.1 Reconstitucién de los calibradores

1. Sacar los frascos del refrigerador y dejarlos reposar a temperatura
ambiente (22-28 °C) durante 15 min.

2. Quitar el tap6n y afiadir volumétricamente 1.00 +0.01 MI de agua purificada
de dilucion o agua de grado reactivo. El agua debe de estar a temperatura
ambiente (22-28 °C)

3. Tapar de nuevo y dejar reposar durante 5min. No invertir los frascos.

4. Hacer girar suavemente los frascos durante 30 segundos y entonces
invertir suavemente 10 veces.

5. Dejar reposar los frascos durante 10 minutos manteniendo su base plana
apoyada sobre la mesa, a continuacion, invertir 10 veces y agitar con
suavidad.

6. Dejar reposar sobre la mesa durante otros 15 minutos. A continuacion,
invertir 10 veces y agitar con suavidad.

7. Usar inmediatamente o conservar a 2-8 °C (en este caso invertir 10 veces y
agitar con suavidad antes de su empleo.

Una vez terminado el paso de la reconstitucion de los calibradores, el método
partic con la preparacion de 5 disoluciones patron en 5 niveles de
concentracioncomo lo marca el punto 7.1.1.2 de la guia emitida por la EMA vy el
CENAM. Estas diluciones se prepararon al 0%, 25%, 50%, 75% y 100%.
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Tabla 2. Preparacion de las diluciones. Tomado de la guia para la validacién y la verificacion de los procedimientos de
examen cuantitativos empleados por el laboratorioclinico

Numero de Proporcién en volumen de | Proporcién en volumen de
dilucion la muestra 1 la muestra 2
1 Usar sin diluir 0
2 3 1
3 2 2
4 1 3
5 0 Usar sin diluir

Nota
Muestra 1. (M1) concentracién baja preferentemente cercana a cero
Muestra 2. (M2) concentracién alta

El numero de mediciones asignadas para cada una de las diluciones fue de 5
réplicas, cuantificadas por equipo DIMENSION® ClinicalChemestrySystem,

3.4.2 Evaluacion de la precision

Para la determinacion de la precision se llevo a cabo la medicién de 2
sueros control, uno de nivel normal para cuantificar las concentraciones de
colesterol, el tipo de examen fue intradia, en 24 horas se determinaron 20 veces

la concentracion del analito.

Con los datos obtenidos se cre6 una base de datos en la hoja de calculo de
Excel, estos datos se analizaron estadisticamente para generar el modelo de la
validacion del método de colesterol y también nos permitié generar un control de

calidad interno para esta determinacion
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CAPITULO IV

4 ANALISIS Y RESULTADOS DE LA VALIDACION

[}
‘Nuestra recompensa
se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado.
Un esfuerzo total es una victoria completa”.

Mahatma Gandhi
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4.1 LINEALIDAD

Se realiz6 una serie de mediciones de las diluciones mencionadas en la
parte de la metodologia, cada una de las diluciones porcentuales se cuantifico 5
veces Y los resultados que determino el equipo se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3Resultados de la concentracion diluciones respectivas

1 461 462 469 464 461 463.4
2 382 381 381 385 384 382.6
3 286 283 284 284 284 284.2
4 188 186 186 184 184 185.6
5 82 83 84 85 84 83.8

Para obtener la recta de la linealidad se graficaron los datos del valor de
las medias de los calibradores en el eje de las (Y) y los datos del valor tedrico en
el eje de las (X).

83.8 78
185.6 170.25
284.2 262
382.6 354.75
463.4 447
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Grafica de linealidad de analito de colesterol.

LINEALIDAD DE COLESTEROL
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El valor del coeficiente de determinacion fue de R? = 0.

9983 lo que nos

indica que en el intervalo evaluado, la funcion de calibracion es lineal, pero este

dato no es suficiente por lo cual se requiere obtener el porcen

taje de error y la

desviacion. Estos datos requeridos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4 Validacién del intervalo reportable

1 83.8 78 5.8 7.43

2 185.6 170.25 15.35 9.016

3 284.2 262 22.2 8.47

4 382.6 354.75 27.85 7.85

5 463.4 447 16.4 3.53
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El fabricante no emite informacion del % de error, por lo tanto, el criterio de

aceptabilidad de acuerdo a la comparacion de los resultados obtenidos con los

del fabricante se omite para la linealidad.

4.2 PRESICION

Los resultados de las 20 determinaciones de colesterol en suero control

durante 24 horas arrojados por el equipo se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 5 Resultados intradia de los sueros control normal y patolégico de colesterol

d,se detﬁgginc’) el porcentaje de coeficiente

CHOL CHOL
NUMERO DE (mg/ dL) (mg/ dL)

LECTURA BAJO ALTO
1 82 179

2 81 182

3 82 181

4 80 182

5 81 185

6 82 182

7 80 178

8 79 179
__9 y ... 82 e 181

Para goder aplicar et criterio g aceptabiti

11 80 181

12 80 181

13 80 182

14 79 183

15 80 182

16 80 184

17 81 186

18 81 184

19 81 186

20 81 187
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CHOL CHOL
SUERO CONTROL SUERO CONTROL
BAJO ALTO
MEDIA 80.6 182.4
DESVIACION

ESTANDAR 0.94 241

% COEFICIENTE DE
VARIACION 1.16 1.32

4.2.1 CRITERIO DE ACEPTABILIDAD

4.2.1.1 ACORDE AL FABRICANTE

Segun la Guia para la validacién y verificacion de los Procedimientos de
examen cuantitativos empleados por el laboratorio clinico, nos menciona que la
precision obtenida debe de ser igual o menor a la precision del método que

proporciona el fabricante.

Para determinar el criterio de aceptabilidad de la precision, el fabricante no
realizo sus ensayos con los mismos sueros control con que nosotros realizamos el
ensayo, por lo que no puede haber comparacion debido a la diferencia del

porcentaje del coeficiente de variacion y de la media

4.2.1.2 ACORDE A CRITERIOS DEL CLIA
(ClinicalLaboratorylmprovementAmendments)

El fabricante no reporta un error total permitido por lo tanto no se puede

realizar una valoracion de nuestros resultados.
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4.3 VERACIDAD

Para poder determinar este pardmetro, la  Guia para la validacion y la
verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos empleados por el

laboratorio clinico nos brinda las siguientes opciones:

4.3.1 Valoracién de un material de referencia certificado

4.3.1.1 Valoracion por el calculo de error relativo

El calculo del error relativo se determina con la obtencion de la media
aritmética, desviacion estandar y coeficiente de variacion de una muestra
utilizando la siguiente formula:

(valor real — valor de la medicion)

% de error relativo = | valor real 1X100

El valor real de los sueros control utilizados en las mediciones son de:

= Control BAJO: 75.3 mg/dL
= Control ALTO:192mg/DlI

El resultado de la media o valor de las diluciones realizadas fue de:

= Control BAJO: 80.6 mg/dL
= Control ALTO: 182.4

Sustituyendo los valores obtenidos tenemos:

Suero control BAJO
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(75.3 mg/dl — 80.6 mg/dl)
0 i —
)% de error relativo 75.3 mg/dl X100

% de eror relativo = —7.0385

Suero control ALTO

(192 =2 182.4 mg/dl)

9% de error relativo = di92 mg/dl X100

% de eror relativo = 5

El criterio de aceptabilidad nos dice que entre menor sea el porcentaje de
error relativo, mayor sera la veracidad del método, pero igual que en los
parametros anteriores, el fabricante no proporciona datos del porcentaje de error
relativo por lo tanto, desconocemos si nuestro porcentaje obtenido es igual o

menor que el porcentaje de error relativo establecido por el fabricante.

4.3.1.2 Valoracion por el calculo del porcentaje de recuperacion.

La otra opcién para verificar la veracidad es mediante la obtencién de los

valores esperados de los sueros control quese sometieron al ensayo.

Determinacion del % de recuperacion

. valor obtenido
% de recuperacion = — X100
valor de referencia

Valor obtenido:

e Suero control BAJO
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valor obtenido: 80.6 mg/d|
valor de referencia: 75.3 mg/dl

e suero control ALTO
Valor obtenido: 182.4mg/dI

Valor de referencia: 192 mg/d|

Sustituyendo los datos en la formula tenemos:

Suero control BAJO

80.6—’
% de recuperacion = ——;5:X 100

dl

% de recuperacion = 107.038

Suero control ALTO.
182.4 58

% de recuperacion = —mdgLX 100
192 P

% de recuperacion = 95

El porcentaje obtenido fue cercano a 100 tal y como lo marca los criterios
de aceptabilidad para este punto, se desconoce el porcentaje de recuperacion

del fabricante
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4.3.2 Sensibilidadanalitica

Para el célculo de la sensibilidad analitica se requieren los datos de los resultados

anteriores. Esta se calcula con la siguiente formula:

y =sensibilidad
b = pendiente obtenida desde la regresion lineal del analito.
Sm = desviacion estandar de la muestra.

El resultado de la pendiente desde la regresion lineal del analito de colesterol es
de: 0.9631

El valor de la desviacién estandar fue de: 0.9199

Sustituyendo los datos en la férmula:

~0.9631
Y = 0.9199
y=1.046

El valor del parametro de sensibilidad analitica es de 1.046, lo cual nos indica
gue el método es sensible de detectar pequefias variaciones de concentracion del
analito de colesterol.
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4.4 LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccion y cuantificacién se calcul6 tedricamente utilizando el
valor de la ordenada en el origen obtenida para la recta en el ensayo de la
linealidad, se llevaron a cabo 5 mediciones de muestras blanco. Los resultados

gue se obtuvieron se muestran en la siguiente tabla.

NUMERO DE | RESULTADOS DE
MEDICION | LS HEDICIONES
BLANCO PARA
COLESTEROL
1 10
2 10
3 10
4 10
5 10
MEDIA 10
DESVIACION |0
ESTANDAR
%CV 0

para determinar el limite de deteccién se emplea la siguiente formula:

Ybl + 3 * Sbl
D= b

Ybl= sefial promedio del blanco
Sbl= desviacion promedio del blanco
b= pendiente obtenida desde la regresion lineal del analito.

Sustituyendo los datos en la férmula:
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5 _10+3+0
o
LD=0

El resultado para el limite de deteccion es de 0,

4.5 LIMITE DE CUANTIFICACION

Para determinar el parametro de limite de cuantificacion se utilizaron los mismos
datos de las mediciones de los blancos que fueron utilizados para calcular el limite

de deteccion

Férmula para determinar el limite de cuantificacion es:

Ybl + 10 = Shl
C= 5

Sustituyendo los datos tenemos:

10+ 100
C=—®F—

Por tanto:

LC = 0 mg/dl

Este resultado nos indica la minima cantidad de analito que puede
determinarse en términos de precision y exactitud, expresada en unidades de

concentraciones.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONESY TRABAJO A FUTURO

“La conclusion es que sabemos muy poco

y sin embargo es asombroso lo mucho que conocemos.

Y 'mds asombroso todavia que un conocimiento tan pequerio
Pueda dar tanto poder”.

Bertrand Arthur William Russell
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5.1 CONCLUSIONES

La validacion de un sistema analitico esta centrada en controlar el
funcionamiento combinado del método y el equipo en los procedimientos de
analisis en los laboratorios clinicos. En el proceso de una validacion analitica, son
indispensables los datos que nos proporciona el fabricante, ya que sin ellos no se
podria llevar a cabo un criterio de aceptacion. Estos datos permitencomprobar que
tan certeros y veridicos son los resultados emitidos por el equipo, asi como
también es importante el implemento de una guia de validacion como es la “Guia
para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos
empleados por el laboratorio clinico” la cual nos indica los criterios de

aceptabilidad que deben de manejarse.

Se llevé a cabo en el equipo SIEMENS Dimension® RxL Max™ una serie
de exdmenes para ciertos parametros de validacion basados en la guia de
validacion, otorgando una serie de resultados que lamentablemente no pueden
ser corroborados con los datos proporcionados por fabricante, no hay una
correlaciéon con datos ya establecidos ya que no se encuentra registro alguno, por
tal motivo, no hay una sustentabilidad en los resultados, es recomendable
implementar en el laboratorio de andlisis clinico de la Facultad de quimico
Farmacobiologia un nuevo equipo y que el fabricante proporcione informacion
completa, veridica fundamentada, asegurando sus que los parametros

establecidos por el sean lo mas completos posible.
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5.2 TRABAJO A FUTURO

El objeto de este apartado es presentar algunas sugerencias sobre las tareas
que de este trabajo pudieran derivar o complementar, para tener una investigacion
mas completa y profundizada que beneficie en este sentido el trabajo de las
validaciones de métodos analiticos en el laboratorio de andlisis clinicos de la

Facultad de Quimico Farmacobiologia.

A continuacién se puntualizan algunas de estas sugerencias:

Capacitarse en el area de la metrologia y del control de calidad.

e Realizar la validacion de métodos mediante las comparaciones
interlaboratorios.

e Llevar acabo la validacion de este método pero bajo las condiciones de
medicion controladas de temperatura y humedad relativa, para verificar que
tanto influyen estos factores en las mediciones.

e Llevar a cabo la validacion de los demas métodos utilizados en el

laboratorio, por ejemplo el método de uroanalisis.

e Contar con material y equipo debidamente calibrado.
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6 ANEXOS

CARTAS CONTROL

Las cartas control son graficos que nos permiten la evaluacion rapida del
comportamiento de cada uno de los componentes. Cualquier cambio en la
disposicion de los valores alrededor de la media (dispersion, tendencias,
desplazamientos) serd detectado facilmente, de esta forma, se tomaran las

medidas correspondientes para encontrar la causa de tal variacion.

En cualquier proceso productivo resulta conveniente conocer en todo
momento hasta qué punto los resultados cumplen con las especificaciones pre-
establecidas. Podemos decir que la calidad de un producto tiene dos grandes

“enemigos”:

1. Las desviaciones con respecto al objetivo especificado (falta de
exactitud) vy,
2. una excesiva variabilidad respecto a los valores deseables (falta de

precision).

La idea consiste en extraer muestras de un proceso productivo que se
encuentra activo y, a partir de las mismas, generar graficos que nos permitan tanto
estudiar la variabilidad del mismo como comprobar si los resultados obtenidos
cumplen o no con las especificaciones pre-establecidas. En caso de apreciar en
tales graficos tendencias no aleatorias 0 bien muestras que se sitien mas alla de
los limites de control consideraremos que el proceso esta fuera de control. Si asi
ocurre, estaremos interesados en averiguar las causas especiales que afectan al

proceso.

En un grafico de control se representa graficamente una caracteristica de
calidad, medida o calculada a partir de muestras del producto, en funcion de las
diferentes muestras. La gréafica tiene una linea central que simboliza el valor medio

de la caracteristica de calidad. Finalmente, otras dos lineas (los limites superior e
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inferior de control) flanquean a la anterior a una distancia determinada. Estos

limites son escogidos de manera que si el proceso esta bajo control, casi la

totalidad de los puntos muestrales se halle entre ellos. Asi, un punto que se

encuentra fuera de los limites de control se interpreta como una evidencia de que

el proceso esta fuera de control. Ademas, incluso si todos los puntos se hallan

comprendidos entre los limites de control, pero se comportan de manera

sistematica o no aleatoria, también tendriamos un proceso fuera de control.

6.1 ANEXO A

CARTA CONTROL DE COLESTEROL (SUERO CONTROL ALTO)

CHOL_ME | CHOL CHOL- | CHOL+2SD_ | CHOL- | CHOL+3SD_ | LIM_IN | LIM_S
DIDA 2SD_C CHOL 3SD_C CHOL F upP
HOL HOL
179 182.4 0 0 0 0 154 231
182 182.4 0 154 231
181 182.4 | 177.570 0 0 0 154 231
268
182 182.4 0 0 0 0 154 231
185 182.4 0 0 0 0 154 231
182 182.4 0 0 0 0 154 231
178 182.4 0 0 0 0 154 231
179 182.4 0 0 0 0 154 231
181 182.4 0 0 0 0 154 231
183 182.4 0 0 0 0 154 231
181 182.4 0 0 0 0 154 231
181 182.4 0 0 0 0 154 231
182 182.4 0 0 0 0 154 231
183 182.4 0 0 0 0 154 231
182 182.4 0 0 0 0 154 231
184 182.4 0 0 0 0 154 231
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186 182.4 0 0 0 0 154 231
184 182.4 0 0 0 0 154 231
186 182.4 0 0 0 0 154 231
187 182.4 0 0 0 0 154 231
550 CONTROL DE COLESTEROL (SUERO CONTROL 1)
——ti— CHOL_M
EDIDA
200 CHOL
CHOL-
150 -+ - 2SD_CHO
L
CHOL+2S
D_CHOL
100
CHOL-
3SD_CHO
L
50 CHOL+3S
D_CHOL
e [ IM_INF
O T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
e LIM_SUP
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6.2 ANEXOB

CARTA CONTROL DE COLESTEROL (SUERO CONTROL BAJO)

NUMERO | CHOL_ME | CHOL CHOL- CHOL+2SD_ | CHOL- CHOL+3SD_ | LIM_INF LIM_SUP
DE DIDA 2SD_CH CHOL 3SD_CH CHOL
MEDICIO oL oL
N
1 82 80.6 74.08749 | 80.2125067 72.55623 | 81.7437601 60.2 90.3
33 99
2 81 80.6 74.08749 | 80.2125067 72.55623 | 81.7437601 60.2 90.3
33 99
3 82 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
4 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
5 81 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
6 82 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
7 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
8 79 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
9 82 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
10 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
11 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
12 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
13 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
14 79 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
15 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
16 80 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
17 81 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
18 81 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
19 81 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
20 81 80.6 0 0 0 0 60.2 90.3
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7 GLOSARIO

Acreditacion. Acto que da la seguridad y avala que los laboratorios decalibracién
y/o ensayo, y/o ensayo, unidades de verificacion (organismos de inspeccién) y
organismos de certificacion ejecutan las regulaciones, normas o estandares
correspondientes con precision para que comprueben, verifiquen o certifiquen los

productos y servicios que consume la sociedad

Adecuado para el propésito. Grado en el que los datos resultantes de un
proceso de medicion le permiten al usuario tomar decisiones técnica y

administrativamente correctas para el propésito establecido

Analito. Especie de interés a determinar en un analisis

Arteriopatias periféricas.Enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los

miembros superiores e inferiores;

Cardiopatia periférica. Enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el

musculo cardiaco

Arteriosclerosisenfermedad que consiste en la acumulacién de placa en las
arterias. Esta placa est4 compuesta principalmente de grasa, colesterol y calcio. A
medida que pasa el tiempo, las arterias se estrechan y disminuye el flujo de
sangre y oxigeno a los érganos vitales del cuerpo. Esto puede producir problemas
severos como infartos, embolias cerebrales (conocidos como accidentes

cerebrovasculares) y hasta la muerte.

Calibracion. Conjunto de operaciones que establecen, en condiciones
especificadas, la relacién entre los valores de las magnitudes indicadas por un
instrumento de medicién o un sistema de medicién, o los valores representados
por una medida materializada o un material de referencia, y los valores

correspondientes de la magnitud realizada por los patrones.
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Cardiopatia congénitamalformaciones del corazén presentes desde el

nacimiento;

Cardiopatia coronariaenfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el

musculo cardiaco (miocardio);

Cardiopatia reuméticalesiones del miocardio y de las valvulas cardiacas debidas

a la fiebre reumatica,

Colesterol. Esterol (lipido) que se encuentra en los tejidos corporales y en
el plasma sanguineo de los vertebrados. Se presenta en altas concentraciones en
el higado, médula espinal, pancreas y cerebro. Pese a tener consecuencias
perjudiciales en altas concentraciones, es esencial para crear la membrana

plasmatica que regula la entrada y salida de sustancias que atraviesan la célula.

Control de calidad.Sistema diseiflado para incrementar la probabilidad de que
cada resultado reportado por el laboratorio sea valido y pueda ser utilizado con

confianza por el médico para tomar una decision diagndstica o terapéutica.

Corrida: Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas

condicionesexperimentales

Parametros de Desempefio. Caracteristicas de validacion que necesitan ser
evaluadas y que tipicamente corresponden a la siguiente lista: exactitud, precision,
especificidad, limite de deteccion, limite de Cuantificacion, linealidad, intervalo de

linealidad y robustez

Enfermedad cerebrovascularEnfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el

cerebro;

Enfermedades cardiovascularesTérminousado para referirse a todo tipo de
enfermedades relacionadas con elcorazon o  losvasos  sanguineos,
(arterias y venas). Este término describe cualquier enfermedad que afecte

al sistema cardiovascular, es utilizado comunmente para referirse a aquellos
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relacionados con la arteriosclerosis(enfermedades en las arterias). Estas

condiciones tienen causas, mecanismos, y tratamientos similares

Ensayos/prueba: Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un

procedimiento

Hipercolesterolemia. Presencia de niveles elevados de colesterol en la sangre.
No puede considerarse una patologia sino un desajuste metabdlico que puede ser
secundario a muchasenfermedades y puede contribuir a muchas formas de
enfermedad, especialmente cardiovascular. Est4 estrechamente vinculado a los
términos hiperlipidemia (los niveles elevados de lipidos) y hiperlipoproteinemia (los

niveles elevados de lipoproteinas).

Intervalo lineal Es la parte de la funcidn de calibracion en la que la sefial obtenida
para el analito responde “linealmente” a la concentracion. Se verifica mediante la

obtencion de un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0,995.

Lipoproteinas. Particulas formadas por una  fraccion proteica
denominadaapolipoproteinas y una fraccion lipidica, cuya funciébn es la de
solubilizar y transportar lipidos en elplasma.

Metodologia Secuencia logica de las operaciones, descritas de manera genérica,

utilizada en la ejecucién de las mediciones.

Medicion: Conjunto de operaciones que tienen por finalidad determinar el valor

de una muestra

Muestra blanco: Material que es similar en matriz y estado fisico de preparacion
a las muestras que estan siendo analizadas como muestras problema, pero que
no contiene el analito nativo y que es usado con el proposito de dar seguimiento a

diferentes aspectos del proceso analitico.
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Muestra de control: Material de composicién conocida usado con el propésito de
dar seguimiento al proceso analitico, que debe ser similar a las muestras que
estan siendo analizadas como muestras problema, en cuanto a la matriz, y al

estado fisico de preparacion y el intervalo de concentracion del analito

Normalizacién. Proceso de elaborar, aplicar y mejorar las normas que se aplican
a distintas actividades cientificas, industriales o economicas con el fin de

ordenarlas y mejorarla

Patron de referencia. Patron que posee la mas alta calidad metrologica
disponible a partir del cual se realizan las mediciones. Solo se puede hacer un
andlisis (y conocer la concentracion real de un componente determinado) usando
un estandar de referencia con una trazabilidad establecida. Los niveles mas altos

de estandares de referencia provienen de las agencias de estandarizacion

RecuperacidonLa recuperacion es el cociente entre la cantidad de analito medida y
el contenido en la muestra. En el caso ideal, se obtiene un 100%. En mediciones
experimentales puede perderse analito especialmente en el caso de tratamientos
complejos de muestras con analito en cantidades traza, dando lugar a porcentajes

de recuperacion menores

Robustez. Capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por
pequefias pero deliberadas variaciones en los parametros del método, provee una

indicacion de su confiabilidad en condiciones de uso normales.

Sesgo/desviacion: Error sistematico de un proceso de medicion

Trombosis venosa. Coagulos de sangre (trombos) en las venas de las piernas,
que pueden desprenderse (émbolos) y alojarse en los vasos del corazén y los

pulmones.
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ValidacionConfirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se
han cumplidolos requisitos del método para una utilizacién o aplicacion especifica

prevista.

Verificacion Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos especificados para un método. La verificacion consiste
en evaluar el desempefio del método para demostrar que cumple con los
requisitos para el uso previsto, que fueron especificados como resultado de su

validacion.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 81



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

Bibliografia

1. Secretaria de Salud.Programa de accion: enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial.
[Ddocumento] Mexico, D.F. : s.n., 2001. ISBN 970-721-002-8.

2. Comparacion de niveles de colesterol en dos poblaciones: Arriaga, Chiapas y Chahuites oaxaca.
Ana Yancy Cruz- Zavala, Manuel de Jesus Oseki-Ramos, Paola Ramos- Aguilar, Yolanda
Guadalupe Sosa-. Mexico : redalyc.org, 2007, Vol. 32. ISSN (Version impresa): 0185-5751.

3. Centro Nacional De Metrologia.Guia de Laboratorio para la Validacion de Metodos y Temas
Relacionados. ISBN: 0-948926-12-0.

4. Gutierrea, QFB Serafin Aguado.Laboratorio de analisis clinicos de servicio extrauniversitario.
Morelia, Mich., 28 de Junio de 2013.

5. BREVE HISTORIA DE LA RELACION ENTRE EL COLESTEROL Y LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES. REVISTA CHILENA DE NUTRICION. 2, SANTIAGO, CHILE : s.n., 2006, Vol. 33.

6. Galvan, Edgardo Romero. Desarrollo historico de la arteriosclerosis hasta el ateroma. [En linea]
[Citado el: 23 de Noviembre de 2013.]
http://www.searteriosclerosis.org/resources/archivosbd/clinica_investigacion/71c1266e4c81236¢
f870ff833c8b5d48.pdf.

7. Maria Alejandra Capeletti. Sistema de garantia de calidad. [En linea] 8 de Junio de 2005. [Citado
el: 16 de NOVIEMBRE de 2013.]
http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/2798/mod_resource/content/0/8_Sistema_
de_Garantia_de_Calidad_protegido_.pdf.

8. QC Laboratory. Gestion de sistemas de calidad en el laboratorio de analisis clinicos. [En linea]
5 de Abril de 2009. [Citado el: 23 de Noviembre de 2013.]
http://deidaniagomez.blogspot.mx/2009_04_01_archive.html.

9. SECRETARIA DE COMUNICACIONES Y TRANSPORTES. SISTEMAS DE CALIDAD Y ACREDITACION
APLICADOS A SERVICIOS DE PRUEBA. [documento] Sanfadila Qro. : s.n., 2001. ISSN 0188-7297.

10. Ramirez, Jose Cruz. Historia de la calidad.

11. 1ISO9001 Calidad para todos.com. Origen y fundacion de la iso. [En linea] 5 de Agosto de
2012. [Citado el: 23 de noviembre de 2013.] http://iso9001calidadparatodos.com/origen-y-
fundacion-de-la-iso.html.

12. Normas de cableado estructurado. ISO (International Standards Organization). [En linea]
[Citado el: 23 de Noviembre de 2013.] http://redes-utp-007.blogspot.mx/2012/04/iso-
international-standards.html.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 82



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

13. EVOLUCION DE LAS ISO 9000. [En linea] [Citado el: 23 de Noviembre de 2013.]
http://johnnavas.galeon.com/productos907222.html.

14. Andrés Hernandez Guzman, Manuel de Jesus Fabela Gallegos, Miguel Martinez Madrid.
SISTEMAS DE CALIDAD Y ACREDITACION APLICADOS A LABORATORIOS DE PRUEBA. Sanfadila
Qro. : s.n. ISSN 0188-7297.

15. Entidad Mexicana de Acreditacion. Entidad Mexicana de Acreditacion. [En linea] [Citado el:
26 de Noviembre de 2013.] http://200.57.73.228:75/Directorio_CL/Principal.aspx.

16. Octavio Maldonado Saavedra, José Arnold Gonzalez Garrido, Guillermo Manuel Ceballos
Reyes, Enrique Méndez Bolaina. REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA 'Y TECNOLOGICA DE LA
UNIVERSIDAD VERACRUZANA. EL CONTROVERSIAL Y CONTRADICTORIO COLESTEROL. [En linea]
SEPTIEMBRE de 2011. [Citado el: O5 de NOVIEMBRE de 2013.]
http://www.uv.mx/cienciahombre/revistae/vol24num3/articulos/colesterol/.

17. TEXAS HEART INSTITUTE. CHOLESTEROL. [En linea] SEPTIEMBRE de 2013. [Citado el: 12 de
NOVIEMBRE de 2013.] http://texasheart.org/HIC/Topics/HSmart/choleste.cfm.

18. METABOLISMO DEL COLESTEROL: BASES ACTUALIZADAS. Revista Espaiiola de obesidad. 6,
Espafa : s.n., 2009, Vol. 7.

19. Judrez-Muiioz, Irina Elizabeth, Anaya Flores, Maria Salome y Mejia Arangure, Juan Manuel.
Niveles séricos de colesterol y lipoproteinas y frecuencia de hipercolesterolemia en un grupo de
adolescentes de la ciudad de Mexico. Mexico D.F. : s.n., 2006.

20. Colesterol: Funcion bioldgica e implicaciones médicas. Maldonado Saavedra, Octavio, y
otros. 2, Distrito Federal, Mexico : Revista Mexicana de Ciencias Farmaceuticas, 2012, Vol. 43.
ISSN (Version impresa): 1870-0195.

21. RENDON MARIN, JULIANA MARCELA y OROZCO PINEDA, LINA MARCELA. ESTANDARIZACION
Y VERIFICACION DE LA DETERMINACION DE COLESTEROL EN. [TESIS] PEREIRA, COLOMBIA : s.n.,
2010.

22. W. King, Michael. the medical biochemistry page. Metabolismo del colesterol. [En linea] 13
de Febrero de 2013. [Citado el: 16 de Noviembre de 2013.]
http://themedicalbiochemistrypage.org/es/cholesterol-sp.php.

23. ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD.
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES. [En linea] Marzo de 2013. [Citado el: 16 de noviembre de
2013.] http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/es/index.html.

24. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global status report on noncommunicable diseases 2010.
[documento] 2011. 978 92 4 068645 8.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 83



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

25. ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. Global Atlas on cardiovascular disease prevention
and control. 2011.

26. Pan American Health Organization. Dia mundial de la salud 2013. [En linea] [Citado el: 19 de
NOVIEMBRE de 2013.] http://www.paho.org/hipertension/?page_id=298.

27. —. [En linea]
http://www.paho.org/hqg/index.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=13815&Itemid

28. Brambila, Eduardo. Validacion y Verificacion de Sistemas de Medicion en el laboratorio
clinico. Puebla, Mexico : s.n.

29. Oficina de acreditacion Guatemala C.A. politica de seleccion y validacion de metodos de
ensayo. [En linea] 29 de Enero de 2007. [Citado el: 22 de noviembre de 2013.]
oga.org.gt/images/files//File/OGA-GEC-016.pdf.

30. PROPUESTA DE DOCUMENTACION DE VALIDACION DE METODOS PARA CUMPLIR CON LA
NORMA ISO/IEC 17025:1999 . [En linea] https:/www.cenam.mx/dme/pdf/EXT-
Propuesta%20de%20Documentaci%C3%B3n%20de%20Validaci%C3%B3n%20de%20M%C3%A9to
dos.pdf.

31. ACREDITACION, ENTIDAD MEXICANA DE. VALIDACION DE METODOS DE MEDICION. [En
linea] http://www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r54791.PDF.

32. Ente Costarricence de acreditacion. Politica de validacion de metodos. 2012.

33. CENAM, EMA. Guia para la validacion y la verificacion de los procedimientos de examen
cuantitativos empleados por el laboratorio clinico. MEXICO : s.n., 2008.

34. DEPOSITO DE DOCUMENTOS DE LA FAO. Manual de Capacitacion - Certificacion de Calidad
de los Alimentos Orientada a Sellos de Atributos de Valor en Paises de América Latina. [En linea]
OFICINA REGIONAL PARA AMERICA LATINA Y EL CARIBE, 2002. [Citado el: 23 de NOVIEMBRE de
2013.] http://www.fao.org/docrep/004/ad094s/ad094s03.htm.

35. 1SO. ISO. [En linea] [Citado el: 27 de NOVIEMBRE de 2013.]
http://www.iso.org/iso/home/standards.htm.

36. International Laboratory Accreditation Cooperation. jAcreditacion de laboratorios o
certificacion ISO 9001? 2011.

37. Monterroso, Elda. Normas ISO. [En linea] [Citado el: 21 de Noviembre de 2013.]
http://www.unlu.edu.ar/~ope20156/normasiso.htm.

38. Urefia, Erick René Alvarado. PRESENTACION DE LA NORMA ISO-IEC 17025 (NMX-EC-17025).
Mexico D.F. : s.n.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 84



ANALISIS DE LAS CONDICIONES MINIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE COLESTEROL
UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

39. Pan American Health Organization. Programa de accion especifico 2007-2012 riesgo vascular.
[En linea]

http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=13815&Itemid

40. Organizacion de las Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial. Organismos Nacionales de
Normalizacion en Paises de Desarrollo. Ginebra, Suiza : s.n., 2010. ISNB 978-92-67-30477-9.

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Pagina 85



