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1.Introduccion

1.1. Variabilidad de las magnitudes biologicas e incertidumbre de los

resultados

La mision fundamental de las ciencias de laboratorio clinico es proporcionar
informacion que contribuya a la prevencion, deteccion precoz, diagnostico,
pronostico y seguimiento de las enfermedades. Esta informacion proviene de

los resultados de la medicion de magnitudes biolégicas con interés clinico.

Para conseguir este fin es necesario, ademas, contar con la informacion de una
serie de elementos que permitan la correcta interpretacion de los resultados,
como pueden ser los valores de referencia, la descripciéon del procedimiento de
medida utilizado o una informaciéon sobre la incertidumbre asociada a los
resultados. Cuando los resultados de las mediciones se usan para la toma de
decisiones clinicas es importante que junto a estos se informe de la

incertidumbre con la que han sido obtenidos.

La incertidumbre es un parametro asociado al resultado de una medicion que
refleja la falta de conocimiento del valor verdadero del mensurando (1,2). Los
organismos cientificos y de normalizacion recomiendan que se conozca la
incertidumbre de los resultados de los pacientes obtenidos en los laboratorios

clinicos (3-95).

Tradicionalmente se ha considerado que el resultado de una medicion se puede
desglosar en un valor verdadero del mesurando y en un cierto niumero de
contribuciones positivas y negativas denominadas errores. Algunas veces estos
errores son de pequena importancia en relacion al valor verdadero pero en
otras muchas ocasiones no ocurre asi. Por tanto, desde este punto de vista, el
concepto de la incertidumbre de un resultado se podria establecer en funcion
del error ya que son los errores los causantes de la incertidumbre. Algunos de

estos errores son de origen sistematico y pueden ser conocidos y corregidos,
1



mientras que otros son desconocidos y, ya sean de origen sistematico o

aleatorio, no es posible corregirlos.

Una aproximacion mas actual al analisis de la incertidumbre consiste en la
descripcion de la incertidumbre de un resultado en funcion de sus principales
componentes. Estos pueden ser independientes o estar correlacionados y ser
estimados mediante procedimientos basados en repeticiones de mediciones o
basados en la informacion disponible sobre el procedimiento, pero todos son
informados en forma de desviaciones tipicas, o derivados de ella, que son

sumadas cuadraticamente para obtener la incertidumbre final del resultado (2).

El conocimiento de todos los factores que, ademas de la enfermedad, pueden
causar variacion en un resultado es necesario para la estimacion de la
incertidumbre y fundamental para la correcta interpretacion del mismo. Los
resultados de la medicion de cualquier magnitud observados en individuos
diferentes son generalmente distintos, asi mismo para un individuo no es
frecuente observar los mismos resultados en diferentes momentos de su vida.
Por otro lado, si se realizan mediciones repetidas en una misma muestra los
resultados obtenidos tampoco suelen ser los mismos. El resultado de una
medicion es simplemente uno de los posibles entre un nimero infinito de ellos.
Todas estas observaciones son debidas a la existencia del fenéomeno de la
variabilidad. La variabilidad esta originada por factores de muy diverso origen
que en principio pueden dividirse en aquellos que estan relacionados con el
proceso de medida, que incluye a los factores premetrolégicos, metrologicos y
posmetrologicos, y los biologicos que afectan al individuo, que a su vez pueden

dividirse en los relacionados con la enfermedad y los fisiologicos (6).

La identificacion de los componentes de variabilidad y la estimacion de su valor
son los objetivos primordiales de la metrologia y su conocimiento es necesario
para estimar la incertidumbre asociada a los resultados de medida y para la
correcta interpretacion de los mismos. La incertidumbre que afecta a un

resultado de laboratorio clinico es la incertidumbre tipica combinada obtenida
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a partir de la adecuada combinacion de las variancias de las diferentes fuentes
de incertidumbre producidas por los diversos componentes de variabilidad que

afectan al procedimiento de medida (2, 7).

1.2. Variabilidad de las magnitudes biologicas

1.2.1.Variabilidad biologica

Bajo este término se incluye a la variabilidad que esta producida por factores
de tipo fisiologico y patologico. Cuando estas variaciones estan producidas por
causas de tipo fisiologico se denomina variabilidad fisiologica, o simplemente
biolégica, mientras que cuando esta producida por enfermedades la

variabilidad se denomina patologica.

1.2.1.1.Variabilidad fisiologica

Los principales factores que influyen en la variabilidad fisiologica son los de
tipo metabdlico, genético y ambiental (8-10). La variabilidad fisiologica se puede
dividir a su vez en variabilidad fisiologica intraindividual y variabilidad
fisiologica interindividual. La variabilidad fisiologica intraindividual es la
responsable de las diferencias que se producen en los valores de una magnitud
en un mismo individuo a lo largo del tiempo, mientras que la variabilidad
fisiologica interindividual es la causante de las diferencias que se producen en
los valores de una magnitud entre diferentes individuos de una poblacion.
Existen factores que afectan a la variabilidad intraindividual, otros a la
interindividual y algunos a ambas. De manera que los factores de variacion
intraindividual son dificiles de aislar completamente de los de variacion
interindividual (8, 9). Algunos de estos factores, como la edad, el sexo o la raza,
son inherentes al individuo y le afectan de manera permanente, mientras que

otros factores s6lo actian en determinados momentos como pueden ser los
3



factores emocionales o climaticos.

1.2.1.1.1.Variabilidad fisiologica intraindividual

Es la causante de las variaciones que se producen en un mismo individuo a lo
largo del tiempo. Estas variaciones se pueden producir tanto a largo como a
corto plazo. Los factores que la producen son de muy diverso origen siendo los
mas importantes (11):

- el ejercicio fisico,

- la alimentacion y sus variaciones,

- los cambios emocionales,

- los cambios climaticos,

- los ritmos biolégicos,

- el crecimiento y envejecimiento,

- la regulacion homeostatica de las magnitudes.

Estas variaciones pueden ser de tipo aleatorio o sistematico. Hay,
fundamentalmente, dos tipos de factores que producen variaciones aleatorias:
por un lado los factores producidos durante el periodo de preparacion del
paciente, como la alimentacion o el ejercicio fisico y por otro los factores
relacionados con la regulacion homeostatica (11). Existen magnitudes que
tienen una regulacion homeostatica muy fina cuyos valores varian muy poco
dentro del mismo individuo, mientras que otras pueden sufrir grandes cambios

en sus valores sin que esto afecte de manera especial al organismo.

Las variaciones de tipo sistematico estan causadas por factores que producen
variaciones a largo plazo como la edad y los ritmos biolégicos. Los ritmos
biologicos son producidos por una serie de factores que afectan de distinta
manera al individuo dependiendo del momento en que se obtiene la muestra
dando lugar a cambios ciclicos en las concentraciones de ciertos componentes

a lo largo del tiempo (12, 13). Los ritmos mas interesantes de conocer y de
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caracterizar desde el punto de vista clinico son los ritmos circadianos,
mensuales y los anuales. La principal aplicacion de la caracterizacion de los
ritmos es evitar los posibles errores diagnosticos que se cometen cuando se
usan intervalos de referencia obtenidos en una hora o época distinta a aquella
en la que se ha obtenido la muestra, también permite elegir entre varias
magnitudes de parecido valor semiologico aquella que posea menor variabilidad

intraindividual.

1.2.1.1.2. Variabilidad fisiologica interindividual

Es la causante de que los valores de una magnitud sean diferentes entre los
individuos de una poblacion. Esta variabilidad depende de las caracteristicas
de los individuos que conforman la poblacion y en su existencia se basan los
valores de referencia poblacionales cuyo objetivo es reflejar las diferencias que

hay entre los distintos individuos de una poblacion (8, 9, 14, 15).

1.2.1.2. Variabilidad patologica

Las variaciones patologicas son aquellas que se producen en un individuo
como consecuencia de una enfermedad. Son los cambios producidos en un
individuo como consecuencia de esta variabilidad los que se quieren detectar,
una vez excluidas otras causas de variabilidad, cuando se mide una magnitud
biologica. Los factores patologicos que pueden producir cambios en la
concentracion de un componente son muy diversos y asi los cambios pueden
producirse por una alteracion en la sintesis de dicho componente, una
alteracion en su capacidad de excrecion, un cambio de la permeabilidad de la
membrana de las células de algun tipo de tejido, etc. Estos factores producen
cambios de diverso tipo en la concentracion de los componentes biologicos (16,
17, 18). Estas alteraciones son las responsables de sintomas o signos clinicos

mientras que otras no tienen ningun efecto clinico y son s6lo un reflejo de la
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enfermedad.

1.2.2. Variabilidad yatrogénica

La variabilidad yatrogénica es aquella que esta causada por farmacos o por
intervenciones realizadas con fines terapéuticos o diagnésticos. Las variaciones
producidas por los farmacos pueden ser de dos tipos:

- las producidas por el efecto directo sobre la concentracion de un componente
determinado,

- las producidas debido a un efecto interferente durante el proceso de medida .

Los efectos producidos por los farmacos son muy diversos y dependen entre
otros factores de la dosis del medicamento, la duracion del tratamiento y la

edad del individuo (11).

1.2.3. Variabilidad metrolégica

La variabilidad metrologica incluye la que se produce durante la etapa
premetrologica del proceso de medida, la metrologica propiamente dicha y la

posmetrologica.

1.2.3.1. Variabilidad premetrologica

La fase premetrologica del proceso de medida empieza cuando la muestra es
obtenida y acaba cuando la muestra es introducida dentro del sistema de
medida. Esta reconocido que esta fase puede ser una fuente potencial de
variacion en los resultados de medida de las muestras de los pacientes (19-21).
La variabilidad premetrologica es aquella que se produce en esta fase durante

los procesos de obtencion, manipulacion, transporte y conservacion de las
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nuestras. Existen muchos factores que pueden ser origen de esta variabilidad y
entre ellos destacan los que se describen a continuacion:

1.Factores que se producen antes de la obtencion de la muestra, durante el
proceso de preparacion del paciente y que se pueden incluir también entre los
que causan la variabilidad biologica intraindividual:

a- La comida y la bebida que son factores que afectan de diversa manera y
pueden ser producidos por una comida o bebida reciente, por habitos
alimentarios de larga duracion o por alimentos que contengan el componente
objeto de la medicion.

b- La ingesta de determinados farmacos.

c- El ejercicio cuyos efectos dependen de la cantidad y tipo de ejercicio

realizado y del habito del individuo a realizarlo.

2.Factores que se producen durante la toma de la muestra:

a-La posicion del paciente durante la toma de la muestra. Cuando un individuo
pasa de una posicion de tumbado a erguido parte del agua del cuerpo pasa del
comportamiento vascular al intersticial, mientras que la mayoria de los
componentes del plasma no hacen este intercambio, reflejandose este
fenomeno en una variacion en las concentraciones de dichos componentes
entre las muestras tomadas en las distintas posiciones.

b- El lugar anatomico de la toma de muestra, por ejemplo la toma en brazos
distintos.

c- La estasis sanguinea producida por el torniquete.

d- El tipo de recipiente y aditivos (anticoagulantes, conservantes, etc.) usados
con la muestra.

e-La persona flebotomista que realiza la extraccion.

3.Factores que se producen durante la manipulacion y conservacion de la
muestra:

a- El tiempo de contacto entre las células y el plasma o entre el coagulo y el
suero.

b- La temperatura y tiempo de transporte o conservacion.
7



c- La exposicion de la muestra a la luz directa o al aire.

La variabilidad producida por los factores de origen premetrologico depende de
la magnitud en cuestion, pudiendo en algunos casos ser muy elevada si no se
adoptan las precauciones adecuadas. Por esta razon la influencia de los
factores premetrologicos debe siempre minimizarse con una adecuada
normalizacion de toda la fase premetrologica (22, 23), es decir de la fase de
preparacion del paciente y de las condiciones de la toma, manipulacion y

conservacion de la muestra.

1.2.3.2. Variabilidad posmetrologica

Es aquella que se produce después del proceso de medida de la magnitud, es
decir desde la obtencion del resultado hasta su recepcion por el solicitante. El
origen principal de esta variabilidad son los errores que se producen durante
las transcripciones manuales de los resultados entre documentos hasta llegar
al informe final. Estos errores se pueden eliminar facilmente mediante la

adecuada informatizacion del laboratorio.

1.2.3.3. Variabilidad metrologica

La variabilidad metrologica es aquella que se produce durante el proceso de
medida de las magnitudes y es debida a la existencia de imperfecciones en los
sistemas de medida. Es la responsable de que cuando se mide repetidamente
una magnitud en una misma muestra, incluso dentro de una misma serie
metrologica, se produzca una distribucion de resultados, que probablemente

difieren de aquel considerado como verdadero.

Esta variabilidad juntamente a la que se puede producir en las otras fases hace

que los resultados de las mediciones sean tan s6lo una aproximacion del valor
8



del mensurando. Por esta razon diversos organismos internacionales de
normalizacion recomiendan que todo resultado de una medicion debe ir
acompanado de alguna indicacion cuantitativa que informe de la calidad
metrologica con la que se ha obtenido. Esta informacion es la incertidumbre

asociada a un resultado (2).

1.3. Error de medida

Siempre que se realiza una medicion aislada de una magnitud el resultado
obtenido esta afectado por el error de medida. El resultado aislado de una

medicion individual, x, es igual a:

x=u+te

donde u es el valor verdadero del mensurando y e el error de medida. El valor
verdadero de una magnitud es aquél perfectamente coherente con la definicion
de una magnitud especifica particular (1). Debido a que, como ya se vera mas
adelante, es imposible definir completamente el mensurando no existe un
Unico valor verdadero sino un conjunto de valores verdaderos que se ajustan
todos a esta incompleta definicion del mensurando. Por tanto el valor verdadero
es un concepto util desde el punto de vista teérico pero en la practica se
reemplaza por otros valores como el valor convencionalmente verdadero, y que
es aquel valor atribuible a una magnitud especifica y que es aceptado, a veces
por convencion, como poseedor de una incertidumbre apropiada para un

determinado proposito (1).

De la ecuacion anterior se obtiene se obtiene la siguiente:

e=x-u

es decir que el error de medida es igual al resultado de una medicion menos el
9



valor verdadero del mensurando (1, 24).

Si en el calculo del error se utiliza un valor convencionalmente verdadero lo que
asi se calcula es una estimacion del error y por esto las modernas
aproximaciones de la metrologia desaconsejan el uso en la practica del
concepto de error en la descripcion de la variabilidad de un resultado, aunque
su uso siga teniendo validez en el campo de la discusion teorica (24). El error

relativo es el error de medida dividido por el valor verdadero del mensurando

(1).

El error de medida puede desglosarse a su vez en dos componentes
fundamentales: el error aleatorio e, y el error sistematico es segun que las

variaciones que lo produzcan sean aleatorias o sistematicas:

e=ea+ Es

El error sistematico se caracteriza en que al realizar mediciones repetidas
permanece constante o varia de forma previsible mientras que el error aleatorio

varia de forma imprevisible de resultado en resultado.

En principio, cuando se estima la incertidumbre del resultado de una
medicion, éste deberia estar corregido de todas las fuentes de error sistematico
conocidas (2), mientras que el componente aleatorio del error es por definicion

variable e incogsnoscible de una medicion a otra.

1.3.1. Error aleatorio

El error aleatorio es la diferencia entre el resultado de una medicion y la media
de un gran numero de mediciones repetidas del mismo mensurando (1)
realizadas en unas condiciones de medida determinadas. En la practica se

asume que es suficiente que n, el numero de mediciones, sea 220 (25).
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El error aleatorio procede de las variaciones imprevisibles que se producen
durante el proceso de medida. Como efecto de tales variaciones al efectuar
mediciones repetidas de una magnitud en una misma muestra se obtienen
resultados diferentes entre si. La distribucion de estos resultados, si sé6lo estan
afectados por errores aleatorios, sigue una distribucion de Laplace-Gauss

(distribucion normal).

1.3.1.1. Precision e imprecision, repetibilidad y reproducibilidad

Se denomina precision a la concordancia entre los resultados de medida
obtenidos en una misma muestra cuando las mediciones se realizan en unas
condiciones determinadas. La precision depende exclusivamente de la
dispersion del error aleatorio y varia inversamente a éste. La precision es una
propiedad cualitativa y no tiene valor numeérico por lo que la variabilidad
metrologica debido a fluctuaciones aleatorias se cuantifica mediante otro

concepto distinto: la imprecision.

La imprecision es la desviacion tipica metrologica, s, o el coeficiente de
variacion metrologico, CV, de los resultados de un conjunto de mediciones

repetidas de una magnitud en una misma muestra (26-28):

s=\Z(xx2 / n-1
CV= s/ x

donde x es el resultado de una medicion, x la media de un conjunto de
mediciones y n el nimero de mediciones a partir de las cuales se calcula la
desviacion tipica. La variancia es el cuadrado de la desviacion tipica. Cuanto
mayor sea la dispersion de los resultados obtenidos mayor sera la imprecision
del procedimiento de medida. Dependiendo de la forma en la que se realizan las

mediciones la imprecision puede ser intraserial, interserial, interdiaria o entre
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laboratorios. La imprecision intraserial es la imprecision observada en un
laboratorio a partir de los resultados obtenidos en una misma serie de medida,
mientras que la intraserial es la que se observa al medir una vez al dia, durante

varios dias, una magnitud bioquimica en una misma muestra.

La desviacion tipica intraserial se puede estimar también a partir de las
diferencias observadas entre los resultados de n muestras medidas por
duplicado en la misma serie, pudiendo las diferentes muestras medirse en

series diferentes (29). El calculo es el siguiente:

s= (=di?°5/ 2n

donde d ;i es cada una de las diferencia observadas entre duplicados y n es el

numero de muestras utilizadas.

La imprecision es una caracteristica inherente a los procedimientos de medida
ya que todo resultado obtenido con un procedimiento de medida esta afectado
por el error aleatorio. El error aleatorio varia de forma imprevisible de resultado
en resultado y por tanto no puede ser corregido en un resultado individual, sin
embargo si que puede ser reducido por ejemplo usando la media de varias
mediciones para el calculo de un resultado. Mediante este sistema la desviacion

tipica del procedimiento modificado seria:

s‘:s/ n1/2

donde s es la desviacion tipica del procedimiento cuando se realiza una sola
medicion para obtener el resultado y s es la desviacion tipica del

procedimiento cuando se realizan n mediciones para el calculo de un resultado.

La imprecision también se puede disminuir mediante una cuidadosa
realizacion de todos los pasos que constituyen el procedimiento de medida o

mediante el uso de procedimientos de medida automatizados.
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Cuando la desviacion tipica que caracteriza la imprecision de un procedimiento
es constante para cualquier valor del mensurando se dice que un
procedimiento tiene un comportamiento homocedastico mientras que cuando
cambia dependiendo del valor del mensurando se dice que tiene un
comportamiento heterocedastico (30-32). Un caso particular de
comportamiento heterocedastico, y de particular interés para los fines de este
trabajo, se produce cuando el coeficiente de variacion es constante para

cualquier valor del mensurando.

Los organismos internacionales de normalizacion recomiendan (26) que para la
evaluacion de las caracteristicas metrologicas de los sistemas de medida se
usen otros conceptos metrologicos diferentes a la imprecision como son el de

repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad es la concordancia entre los resultados de mediciones
sucesivas del mismo mensurando efectuadas en las mismas condiciones de
medida denominadas condiciones de repetibilidad (1, 26, 27). Condiciones de
repetibilidad son aquellas que se producen cuando en las distintas mediciones
se utiliza el mismo procedimiento de medida, el mismo observador, el mismo
instrumento de medida utilizado en las mismas condiciones, el mismo lugar y
una repeticion de las mediciones a lo largo de un corto periodo de tiempo, es
decir las condiciones de repetibilidad vienen a ser aquellas que se producen
dentro de una serie de mediciones. Se considera una serie metrologica al
conjunto de mediciones realizadas con un mismo sistema de medida entre dos
momentos previamente delimitados. La repetibilidad se expresa
cuantitativamente mediante la desviacion tipica metrologica o el coeficiente de
variacion metrologico que en este caso se denominan desviacion tipica de

repetibilidad y coeficiente de variacion de repetibilidad (26, 27).

La reproducibilidad es la concordancia entre los resultados de las mediciones

del mismo mensurando realizadas haciendo variar las condiciones de medida
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(1, 26, 27). Las condiciones que se pueden variar son: el principio o método de
medida, el observador, el instrumento de medida, el lugar, las condiciones de
uso y el tiempo. El concepto definido por este término viene a ser el equivalente
al de precision entre laboratorios. La reproducibilidad se expresa
cuantitativamente mediante la desviacion tipica metrolégica o el coeficiente de
variacion metrologico denominados en este caso desviacion tipica de

reproducibilidad o coeficiente de variacion de reproducibilidad.

La imprecision en condiciones intermedias es aquella que se refiere a la
calculada cuando se producen cambios en alguno de las condiciones de medida
del procedimiento (33). En general existen cuatro factores dentro de las
condiciones de medida de un laboratorio que se consideran que son la principal
contribucion a la variabilidad de las mediciones. Estos cuatro factores son:
tiempo, calibracion, operador y equipamiento. La imprecision en condiciones
intermedias hace referencia a aquella imprecision en la que se han cambiado
uno o mas de los factores mencionados (33). La calibracion usada en este
contexto no se refiere a aquella que es requerida como una parte integrante del
procedimiento para obtener los resultados, sino que se refiere a aquel proceso
de calibracion que se produce a intervalos regulares de tiempo entre grupos de

mediciones dentro de un laboratorio.

A menudo es necesario comparar la repetibilidad de dos o mas procedimientos
o comparar la repetibilidad obtenida en distintas muestras. Otras veces es
necesario comparar las variancias experimentales obtenidas a diversos valores
del mensurando para decidir si un procedimiento se comporta
heterocedasticamente o no. Para ello se suele recurrirse a una comparacion de
sus variancias experimentales. Para la comparacion de dos variancias

experimentales se puede recurrir a la prueba F de Snedecor (34).

1.3.2. Error sistematico
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El error sistematico, es, es la diferencia entre la media, x, que se obtendria de
un gran numero de mediciones del mismo mensurando realizadas en

condiciones de repetibilidad y su valor verdadero, wu (1):

es=x-U

En la practica se asume que el numero de mediciones sea n 220 (25). Si esta
diferencia se divide por el valor verdadero se obtiene el error sistematico
relativo. La imposibilidad de conocer el valor verdadero hace que el error

sistematico de un procedimiento solamente pueda ser estimado.

El error sistematico permanece constante o varia de forma predecible de
medicion en medicion, es independiente del niumero de mediciones realizadas y
no puede por tanto ser reducido incrementando el nimero de mediciones. El
error sistematico puede ser constante, es decir ser independiente del valor del
mensurando, o puede variar con el valor del mismo. Desde este punto de vista
el error sistematico puede ser de tipo constante, proporcional o mixto (11). En
el caso de que la cuantia del error sea la misma para todos los valores del
mensurando se denomina error sistematico de tipo constante, si la cuantia del
error varia en funcion del valor del mensurando se dice que el error sistematico
es de tipo proporcional, y se dice que un error sistematico es de tipo mixto
cuando esta constituido al mismo tiempo por errores de tipo constante y

proporcional.

1.3.2.1. Veracidad y exactitud

La concordancia entre la media de un amplio nimero de mediciones de una
magnitud y su valor verdadero se denomina veracidad de medida (26, 35). La
veracidad es una propiedad metrologica cualitativa que no tiene valor
numeérico; se cuantifica mediante el error sistematico, que varia inversamente a

éste.
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La exactitud de un resultado es la concordancia entre el resultado de una
medicion y un valor verdadero del mensurando. Por tanto la exactitud depende

de una combinacion de los errores sistematicos y aleatorios.

1.3.3. Error espurio

Otro tipo de error, que puede considerarse como un caso extremo de error
aleatorio, es el error espurio. Este error, que da lugar a un valor aberrante,
generalmente procede de fallos humanos o de un mal funcionamiento de los
instrumentos de medida. Un error de este tipo invalida el resultado de la
medicion, no obstante en algunos casos en los que el origen del error es un
fallo humano, como la equivocacion de un digito, los resultados pueden ser
facilmente corregidos. El error espurio no es siempre obvio y si en un proceso
de estimacion de la incertidumbre se dispone de un niamero de repeticiones de
las mediciones suficientemente grande se deberia aplicar una prueba
estadistica para la deteccion de valores aberrantes y comprobar la posible
presencia de estos en el conjunto de datos. Cuando se estima la incertidumbre
asociada a un resultado de medida se debe evitar la presencia de este tipo de

€rror.

1.4. Incertidumbre

1.4.1. Definicion de la incertidumbre

Los organismos internacionales de normalizacion recomiendan que todo
resultado de una medicion debe ir acompanado de alguna indicacion
cuantitativa que informe de la calidad metrologica con que se ha obtenido y que
permita evaluar la fiabilidad de este resultado ya que de hecho sin esta

informacion los resultados de las mediciones no estaran completos (2-5). Esta
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informaciéon cuantitativa sobre un resultado de una medicion es la

incertidumbre de medida de dicho resultado.

El término incertidumbre utilizado en el lenguaje comun (36) significa falta de
conocimiento seguro y claro de algo, mientras que en el campo de la metrologia
incertidumbre de medida significa duda acerca de la validez del resultado de

una medicion asi como duda sobre la exactitud del resultado.

La incertidumbre, segun la definicion del Vocabulario Internacional de términos
basicos y generales en metrologia (1), es un parametro asociado al resultado de
una medicion que caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente
pueden atribuirse a una magnitud particular. Esta dispersion no tiene por que
ser una distribucion observada de valores. El parametro estadistico que
caracteriza esta dispersion puede ser la desviacion tipica, un multiplo de ella o

la amplitud de un intervalo de confianza.

La Guia para la expresion de la incertidumbre en las mediciones (2) publicada
por la ISO y otras organizaciones internacionales de normalizacion ha
establecido unas reglas generales para la evaluacion de la incertidumbre y la
combinacion de los distintos elementos que conforman la incertidumbre que

afecta a un resultado.

Cuando se expresa como desviacion tipica la incertidumbre se denomina
incertidumbre tipica y se simboliza como u (2). Cuando la incertidumbre tipica
se divide por el resultado de la medicion se denomina incertidumbre tipica
relativa, que se simbolizada como ure1 (2) y se expresa como un coeficiente de

variacion.

La incertidumbre total de un resultado de una medicion, denominada
incertidumbre tipica combinada u, es una desviacion tipica estimada igual a la
raiz cuadrada positiva de la variancia total obtenida sumando todos los

componentes de variancias y covariancias, independientemente de la forma en
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que se hayan evaluado, usando la ley de propagacion de la incertidumbre (2).

1.4.2. Evaluacion de la incertidumbre

La Guia para la expresion de la incertidumbre en las mediciones (2) establece que
el procedimiento para la evaluar la incertidumbre de los resultados de medida

consiste fundamentalmente en cuatro puntos:

1-Especificacion de la magnitud. —Se debe definir y escribir claramente cual es
la magnitud objeto de medicion. En el campo de las ciencias de laboratorio
clinico la magnitud objeto de medicion suele ser generalmente la concentracion

de un componente en una muestra biologica.

2-Identificacion de los componentes de incertidumbre. —Se debe identificar en
cada magnitud aquellas magnitudes y parametros de los que depende y sus
incertidumbres asociadas o bien en los casos en que esto no sea posible cada
una de las partes en que se ha dividido el procedimiento de medida y su

incertidumbre asociada.

3-Cuantificacion de los componentes de incertidumbre.—Medir o estimar el
valor de la incertidumbre asociada a cada uno de los componentes de

incertidumbre identificados.

4-Calculo de la incertidumbre total. —A partir de los valores de los diversos
componentes individuales de incertidumbre estimados se calcula la
incertidumbre tipica combinada de acuerdo con reglas apropiadas y mediante
la aplicacion de un factor de cobertura determinado se obtiene la incertidumbre

combinada expandida.

El concepto de incertidumbre de medida sé6lo es aplicable a resultados de

medida sin error sistematico o a resultados de medida corregidos (2). En
18



principio los efectos reconocidos de error sistematico deberian ser corregidos en
el resultado final de una medicion y no se tendran en cuenta en la evaluacion

de la incertidumbre asociada al resultado de una medicién.

En las ciencias de laboratorio clinico el error sistematico se debe estimar
respecto al valor asignado al material de referencia al que son trazables los
resultados. Si el valor del material de referencia tiene trazabilidad a una unidad
del sistema internacional (SI), la incertidumbre de medida del resultado hace
referencia a una estimacion del valor verdadero, si no hace referencia a un
valor convencionalmente verdadero, que en el caso de que no existan
materiales de referencia puede ser el valor del calibrador del equipo de

reactivos.

Una vez evaluada la incertidumbre para un procedimiento determinado en un
laboratorio en particular y en un intervalo de concentracion determinado, la
incertidumbre estimada puede ser aplicada para los resultados obtenidos
posteriormente con el mismo procedimiento y en el mismo laboratorio siempre
que el procedimiento esté bajo control, de manera que no es necesario la
realizacion de un esfuerzo adicional a menos que se produzca algan cambio
significativo en el procedimiento en uso. En este caso seria necesario reevaluar

la incertidumbre.

1.4.2.1. Especificacion de la magnitud

El primer paso en la evaluacion de la incertidumbre es especificar claramente
que magnitud se esta midiendo y cual es el procedimiento utilizado para su
medicion. El objetivo de toda medicion es obtener el valor de un mensurando,
es decir el valor de una magnitud particular que es objeto de medicion. Una
magnitud biolégica se define (3) como una propiedad cuantitativa de un
componente en un sistema biologico especifico. Generalmente en las ciencias
de laboratorio clinico la magnitud medida es la concentracion de algin

componente biologico en un liquido biolégico.
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El resultado de una medicion depende de que se esta midiendo y de como se
mide, de manera que toda estimacion de la incertidumbre debe comenzar con

una adecuada definicion del mensurando y del procedimiento de medida.

Por tanto el primer paso es especificar cual es el mensurando. El mensurando
no puede ser especificado por un valor sino solamente mediante la descripcion
de la magnitud. Para describir una magnitud biolégica es necesario distinguir
cual es el componente del cual se mide algun tipo de magnitud y el sistema en
que se halla dicho componente (37, 38). Es necesario tener en cuenta que,
excepto las constantes fundamentales de la naturaleza como la carga de un
electron, un mensurando no puede ser descrito completamente sino con una
cantidad infinita de informacion y generalmente no se puede tener en cuenta
todos los detalles que conforman el sistema, el componente y el tipo de
magnitud. De esta manera a la hora de interpretar el resultado de una
medicion se debe valorar que lo que se mide realmente puede que no coincida
necesariamente con la definicion de la magnitud y que las mediciones
corresponden en realidad a una magnitud que Unicamente se aproxima a la
definicion del mensurando. Una incompleta definicion de una magnitud puede
en determinados casos aumentar la incertidumbre de tal manera que sea
necesario incluir su analisis a la hora de evaluar la incertidumbre asociada a

un resultado.

El objetivo principal de este paso es definir cual es la expresion que relaciona la
magnitud que se esta midiendo con aquellas magnitudes de las que depende
(2). La mayoria de los resultados de las mediciones obtenidos en magnitudes
relacionadas con las ciencias de laboratorio clinico son el producto final de un
procedimiento que puede incluir la medicion de otras magnitudes intermedias
(mediciones de volumenes, absorbancias de los blancos, absorbancias en las
mezclas de muestra y reactivos, magnitudes que son cocientes de otras
magnitudes, etc.) y otras constantes. Se debe por tanto establecer claramente,
siempre que sea posible, las relaciones entre el mensurando final y estas otras

magnitudes. Asi mismo, el resultado de una medicion puede estar influenciado
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por magnitudes que no deberian ser medidas por el procedimiento de medida,
son las denominadas magnitudes influyentes, y que se deben tener en cuenta.
La experiencia del evaluador y la informacion que se encuentra a su
disposicion es fundamental para conocer cuales de estas magnitudes
influyentes son importantes en cada caso y para decidir si es necesario incluir

0 no su estudio en la evaluacion de la incertidumbre.

De esta manera, el punto de partida de un proceso de evaluacion de la
incertidumbre es la expresion de la funcion que relacione estas magnitudes
intermedias con la magnitud que se esta midiendo. Esta funcion, f, puede

adoptar una forma general del siguiente tipo:

y = f(x1, x2, X3,.....Xn)

donde y es la magnitud objeto de medicion y (x1, x2, x3,.....xn) las distintas
magnitudes intermedias de las que depende. A su vez estas magnitudes
intermedias pueden depender de otras, de manera que estas mismas pueden
ser también expresadas por una funcion de este tipo. Las relaciones entre estas
magnitudes intermedias y la magnitud final, ya sean simples o complejas, son

definidas por la funciéon mencionada.

La utilizacion explicita de una funcion para expresar esta relacion es sobre todo
util para la discusion tedrica pero en la practica, como puede ser en un proceso
de estimacion de la incertidumbre, su uso no es frecuente debido a la dificultad
que suele entranar su enunciado, sobre todo si lo referimos a las magnitudes
relacionadas con el laboratorio clinico. A la hora de especificar una magnitud
es mas habitual dividir el procedimiento de medida en una serie de partes que
forman parte del mismo y que van a facilitar la evaluacion de la incertidumbre.
Por otro lado el hecho de que frecuentemente sea posible evaluar el efecto
combinado de diversos componentes de la incertidumbre hace que se pueda
reducir el esfuerzo realizado para estimar la incertidumbre y aunque, como ya

se ha comentado, los valores de la gran mayoria de magnitudes biologicas se
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obtienen a partir de los valores de otras magnitudes, como en el caso de la
aplicacion de la ley de Lambert-Beer-Bouguer, en general no es necesario
estimar la incertidumbre tipica de cada una de las magnitudes fisicas medidas.
De esta manera, generalmente, para estimar la incertidumbre asociada al
resultado de una medicion, suele ser suficiente con el conocimiento de la
incertidumbre tipica de unos pocos componentes de la incertidumbre. Ademas
esta division en bloques del procedimiento puede facilitar, en algunos casos, la
adecuada combinacion de los diversos componentes de la incertidumbre

estimados.

Cualquier medicion reposa en uno o varios principios de medida que son la
base cientifica de una medicion. E1l método de medida (1) es la secuencia logica
de operaciones, descrita de forma genérica, usada para realizar las mediciones
mientras que el procedimiento de medida (1) es el conjunto de operaciones
descrito de forma concreta usado para realizar las mediciones particulares

segun un método particular.

Cuando se especifica una magnitud se deberian indicar también las
correcciones realizadas de todos los errores sistematicos y definir
adecuadamente cual es el procedimiento para el cual se desea estimar la
incertidumbre, indicando claramente cuales son las operaciones de que consta
dicho procedimiento de manera que no es lo mismo la estimacion de la
incertidumbre cuando se usa un procedimiento que incluye los procesos de la

toma de la muestra de uno que no incluya estos procesos.

1.4.2.2. Identificacion de las fuentes de incertidumbre

El siguiente paso es la identificacion de todas las posibles fuentes de
incertidumbre. En principio el listado puede incluir los componentes de la
incertidumbre de las distintas magnitudes intermedias que aparecen en la

funcion especificada anteriormente [1], pero también puede recoger ciertos
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componentes de la incertidumbre que no aparecen reflejados en esta ecuacion
como son aquellos que son el resultado de dividir el procedimiento en una serie

de apartados que faciliten la evaluacion de la incertidumbre.

En esta parte del proceso de estimacion de la incertidumbre no es importante
la cuantificacion de los componentes individuales identificados sino que el
objetivo es clarificar que componentes deben ser considerados; en el apartado
siguiente se aborda la mejor manera de tratar cada componente de la
incertidumbre. A continuacion se expone una lista de las causas mas
frecuentes de incertidumbre en los procedimientos de medida relacionados con

el laboratorio clinico:

-La incompleta o imperfecta definicion del mensurando. Esto ocurre
fundamentalmente cuando el componente que se mide es una entidad
molecular que se puede presentar en formas diversas (isoformas), que pueden
reaccionar de manera diferente. Este componente de la incertidumbre puede
ser en determinados casos una fuente de incertidumbre a tener en cuenta,
aunque en general, en las magnitudes del laboratorio clinico su efecto es dificil
de evaluar y no se suele tener en cuenta. La adecuada identificacion de la
magnitud siguiendo las adecuadas normas sintacticas y terminologicas (37)
permite eliminar casi completamente, en el campo del laboratorio clinico, esta

fuente de incertidumbre.

-La fase premetrologica del procedimiento. Sila obtencion de la muestra forma
parte de un procedimiento el efecto de las variaciones aleatorias que se
producen entre la toma de diferentes muestras puede hacer que este
componente de incertidumbre tenga importancia sobre el resultado final y que
tal vez deba ser tenido en cuenta. Una adecuada normalizacion de todos los
procesos que conforman la fase premetrologica permite habitualmente
disminuir este componente de la incertidumbre (21, 22), lo que no significa que

tras ella se deba despreciar esta causa de incertidumbre.
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-La estabilidad de la muestra. Una magnitud es estable cuando su valor
permanece constante dentro de unos limites concretos, durante un periodo de
tiempo definido, en una misma muestra y en unas condiciones de conservacion
preestablecidas. Dependiendo de cual sea el tiempo y las condiciones de
conservacion de la muestra (39) antes de la realizacion de las mediciones es
posible que sea necesario tener en cuenta el componente de la incertidumbre

asociado a la estabilidad de la misma.

- La incertidumbre de los valores de los calibradores. El proceso de asignacion
de valores a los calibradores puede estar afectado por diversas causas de

incertidumbre (40).

-La variabilidad en la reconstitucion de los calibradores liofilizados.

-La falta de intercambiabilidad de los calibradores. Se denomina
intercambiabilidad a la capacidad de un material de referencia o de control de
comportarse de manera similar a la de los especimenes de los pacientes en un
procedimiento de medida en particular. Los fabricantes de calibradores
generalmente declaran que estos son intercambiables con las muestras de
pacientes o no comentan nada al respecto. Por tanto aunque exista esta falta
de intercambiabilidad es dificil de tener en cuenta cuando se estima la

incertidumbre de medida.

- Los valores de ciertos parametros usados en las mediciones y obtenidos de

fuentes de informacion externa.

- El uso inadecuado de un modelo de calibracion. Las causas pueden ser una
reparticion inadecuada de los calibradores a lo largo del intervalo de medida o
la eleccion de un modelo de calibracion que no es el que mejor se ajusta a la
relacion que existe entre los valores del calibrador y las senales que originan.
En general esta causa de incertidumbre es muy dificil de demostrar a no ser

que sea muy evidente.
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- La sensibilidad metrologica o los limites de deteccion de los procedimientos.
Estas caracteristicas metrologicas pueden ser un componente de incertidumbre
cuya repercusion en la incertidumbre combinada final de algunos
procedimientos puede ser necesario evaluar o al menos tener en cuenta sus

existencia.

-Los cambios que se producen en las condiciones de un procedimiento de
medida con el tiempo, y que puede afectar a las caracteristicas metrologicas del

procedimiento durante una misma serie metrologica (41).

-La presencia de magnitudes influyentes. En ciertas ocasiones el resultado de
una magnitud puede estar afectado por otra magnitud denominada magnitud
influyente. Uno de los principales fenomenos en los que estan involucrados
estas magnitudes influyentes es en las interferencias de los procedimientos de
medida. En las interferencias las magnitudes influyentes pertenecen a la
muestra en estudio. Estas pueden ser debidas a interferencias exodgenas
(anticoagulantes y otros aditivos, medicamentos) a interferencias endogenas
(hemoglobina, bilirrubina, lipidos, etc), o bien a la inespecificidad inmunologica

del procedimiento (reacciones cruzadas) (42).

-La contaminacion. El efecto de la contaminacion por arrastre entre muestras
en un analizador automatico o en un procedimiento manual o la contaminacion

procedente del ambiente del laboratorio como resultado de una mala practica.

- El efecto del personal durante el procedimiento de medida: el sesgo personal
en la lectura de instrumentos analogicos o la posibilidad de una mala

interpretacion del procedimiento de medida.

- Las variaciones aleatorias entre observaciones repetidas del mensurando
realizadas bajo, aparentemente, idénticas condiciones debido a la imprecision

del procedimiento. Estos efectos aleatorios contribuyen a la incertidumbre en
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todas las mediciones y son uno de los componentes de la incertidumbre mas
importantes en los resultados de las magnitudes relacionadas con las ciencias

de laboratorio clinico.

-El redondeo de los resultados (43).

1.4.2.3. Cuantificacion de la incertidumbre

El siguiente paso es la cuantificacion de los componentes de la incertidumbre
identificados. En este punto es importante identificar aquellos componentes
que tendran una contribucion significativa a la incertidumbre combinada ya
que, generalmente, en la practica s6lo un numero muy pequeno de ellos lo
tienen y a menos que haya un gran numero de componentes significativos,
aquellos cuya contribucion es mas pequena no necesitan ser evaluados en
detalle. Es interesante revisar la lista establecida en el apartado anterior para
simplificarla e identificar grupos de componentes de incertidumbre que puedan
ser evaluados como un Unico componente de incertidumbre y que ademas
permitan facilitar la combinacion de la incertidumbre de estos componentes. La
experiencia del evaluador es fundamental para hacer una seleccion de cuales

son los componentes de la incertidumbre mas relevantes en cada caso.

En general la incertidumbre de los resultados obtenidos en el laboratorio
clinico tiene como componentes mas importantes el producido durante la fase
premetrologica, el producido por la imprecision del procedimiento, el producido
en la valoracion de los calibradores y el producido por el efecto matriz, es decir

el que ejercen las magnitudes influyentes sobre el mensurando.

La Guia para la expresion de la incertidumbre en las mediciones (2) establece dos
formas de evaluacion de la incertidumbre tipica de los resultados de medida de

acuerdo con la manera en que es estimado su valor numeérico:
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-Evaluacion de tipo A: es aquella en que la incertidumbre tipica es estimada

mediante el analisis estadistico de series de observaciones (2).

-Evaluacion de tipo B: es aquella en que la incertidumbre tipica es estimada
por otros métodos distintos al analisis estadistico de series de observaciones

(2)-

El propoésito de esta clasificacion es Gnicamente indicar la existencia de dos
tipos de evaluaciones de la incertidumbre y no existe ninguna diferencia en la
naturaleza de los componentes resultantes en los dos tipos. Ambos estan
basados en distribuciones de probabilidad y los componentes de incertidumbre
resultantes de cada tipo de evaluacion estan cuantificados mediante una
desviacion tipica o variancia, pero mientras que los estadisticos estimados que
caracterizan los componentes de incertidumbre en las evaluaciones de tipo A
son calculados a partir de series repetidas de observaciones, en las
evaluaciones de tipo B los componentes de incertidumbre son unas variancias
estimadas mediante la evaluacion de los conocimientos que se disponen sobre

el procedimiento y la magnitud.

1.4.2.3.1.Evaluacion de tipo A

La variancia estimada s? que caracteriza el componente de la incertidumbre en
las evaluaciones de tipo A es calculada a partir de series de observaciones
repetidas. La desviacion tipica estimada s es la raiz cuadrada positiva de s?2 y es
denominada incertidumbre tipica de tipo A (2). La incertidumbre tipica
combinada uc es igual a la raiz cuadrada positiva de la variancia obtenida a
partir de la combinacion adecuada de las variancias o covariancias de los
diversos componentes de la incertidumbre evaluados de acuerdo a las leyes de
propagacion de la incertidumbre. Los componentes de la incertidumbre en las
evaluaciones pertenecientes al tipo A se caracterizan por las variancias

estimadas, s2, o por las desviaciones tipicas estimadas, s, y el numero de
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grados de libertad usados para su calculo.

Cuando se evalua la incertidumbre de un procedimiento de medida basandose
en la realizacion de mediciones se deben variar todas los factores de los que se
tiene conocimiento que depende el resultado de una medicion. Una vez
obtenidos los resultados de las mediciones, la incertidumbre de los diversos
componentes evaluados se calcula mediante el uso de los adecuados
procedimientos estadisticos. Frecuentemente la falta de recursos y tiempo
impide realizar una estimacion de la incertidumbre basada en las anteriores
premisas a pesar de que en muchos casos solo unos pocos componentes
dominan la incertidumbre y por tanto sélo es necesario evaluar estos

componentes.

En las magnitudes relacionadas con las ciencias de laboratorio clinico uno de
los principales componentes de la incertidumbre es el debido al error producido
durante la fase metrologica. La incertidumbre tipica debido al componente de
incertidumbre producido por la variabilidad aleatoria que se produce durante
la fase metrologica del procedimiento se puede medir mediante diversos
experimentos de imprecision. A la hora de estimar este componente de
incertidumbre es necesario tener en cuenta que existen muchos
procedimientos de medida para los cuales la imprecision varia dependiendo de
la concentracion del componente que se mide. Es decir que esta variabilidad
tiene un comportamiento heterocedastico. En estos casos se debe tener en
cuenta la variacion de la incertidumbre con la concentracion de dicho
componente. Existen varias aproximaciones a la soluciéon de este problema,
entre ellas estan:

-Restringir el procedimiento de estimacion de la incertidumbre a un pequeno
intervalo de concentraciones del componente compatible con las estimaciones
realizadas.

-Ofrecer la estimacion de la incertidumbre en forma de incertidumbre tipica
relativa, siempre que se suponga que ésta es constante en el intervalo de

concentraciones estudiado.
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-Calcular la incertidumbre para diversos valores del mensurando que abarquen
todo el intervalo de medida del procedimiento o el intervalo de utilidad clinica

del mismo.

El uso de materiales de referencia en una evaluacion de tipo A es una practica
habitual ya que ofrece informacion del efecto combinado de muchas de las
posibles fuentes de incertidumbre. El uso de materiales de referencia para la
estimacion de la incertidumbre permite valorar alguno de los siguientes
puntos:

- La incertidumbre asociada a la asignacion de los valores de los materiales de
referencia.

- La imprecision en diversas condiciones obtenida a partir de las mediciones
hechas en los materiales de referencia.

- Las diferencias entre la composicion del material de referencia y la muestra
en la que habitualmente se realizan las mediciones. Estas diferencias pueden
producir una respuesta distinta del procedimiento en la medida en que puedan

diferir las posibles magnitudes interferentes.

En general en el laboratorio clinico la estimacion de la incertidumbre tipica
debida a la imprecision interdiaria se acostumbra a hacer mediante la
desviacion tipica o el coeficiente de variacion obtenidos a partir de los
resultados del control interno de calidad. También se puede hacer a partir de la
medicion por duplicado de las magnitudes en muestras de pacientes (29).
Frecuentemente se asume que la imprecision de un sistema de medida
obtenida a partir de observaciones obtenidas usando materiales de control
comerciales es la misma que se observaria usando muestras sin aditivos, sin
embargo existen datos previos que indican que esto no es asi (44). Es necesario
tener en cuenta este hecho si se usan estos datos para la estimacion de la

incertidumbre.

1.4.2.3.2. Evaluacion de tipo B
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Una estimacion de tipo B es aquella que no ha sido obtenida a partir de
observaciones repetidas y que se realiza a partir de la valoracion de toda la
informacion relevante que se tenga de la variabilidad de las magnitudes

estudiadas.

Los componentes de incertidumbre en las evaluaciones de tipo B se
caracterizan por los estadisticos u?2 y u que pueden considerarse una

aproximacion de la variancia y desviacion tipica correspondientes (2).

La estimacion de tipo B de la incertidumbre se usa cuando no se pueden hacer
medidas repetidas del mensurando que permitan estimar la desviacion tipica
experimental. La variancia y la desviacion tipica calculadas de esta manera se

denominan por convenio variancia de tipo B y desviacion tipica de tipo B (2).

En una evaluacion de tipo B para poder calcular la desviacion tipica
correspondiente a la incertidumbre tipica se debe decidir cual es la distribucion
de frecuencias que seguirian los resultados si se pudiesen hacer medidas
repetidas del mensurando (2). Las distribuciones de frecuencias mas
habituales para estos tipos de estimaciones son la distribucion rectangular

uniforme, la triangular isdsceles y la triangular rectangulo.

-Distribucion rectangular o uniforme

Este tipo de distribucion se caracteriza en que cualquier valor tiene las mismas
probabilidades de producirse. La desviacion tipica es igual a la amplitud de la
distribucién dividida por V12. Este tipo de distribucién se usa cuando la
informacion que se posee acerca de la posible distribucion de los valores es
muy escasa.

frecuencia
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-Distribucion triangular isosceles
Este tipo de distribucion se caracteriza en que los valores centrales de un
intervalo se producen con mas frecuencia que los extremos. Su desviacion

tipica es igual a la amplitud de la distribucién dividida por V24.

frecuencia

-Distribucion triangular rectangulo
Este tipo de distribucion se caracteriza en que en un extremo de la distribucion
se produce la frecuencia minima y en el otro extremo la maxima. Su desviacion

tipica es igual a la amplitud de la distribucién dividida por V18.

frecuencia

Una evaluacion de la incertidumbre de tipo B puede ser tan fiable como una de
tipo A, especialmente si esta ultima se basa en un numero bajo de
observaciones estadisticamente independientes. Existen diversas maneras de
estimar los componentes individuales de la incertidumbre en una evaluacion de
tipo B. En principio se puede usar cualquier informacion relevante que esté
disponible acerca de la incertidumbre del mensurando en cuestion y que sea
compatible con el procedimiento que se esta evaluando. Afortunadamente esta

informacion esta muy a menudo al alcance en diversas formas:

1-Informacion de las companias fabricantes de reactivos, calibradores e
instrumentos: los catalogos de los fabricantes ofrecen frecuentemente una

informacion mas o menos detallada para diversos componentes de
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incertidumbre.

2-Estudios entre laboratorios: estudios que siguiendo determinadas normativas
internacionales se realizan para validar o evaluar un determinado
procedimiento. Estos estudios son una excelente fuente de datos para estimar
la incertidumbre. No obstante, es muy dificil que un estudio de este tipo
incluya todas las posibles fuentes de incertidumbre, por lo que esta
informacion necesita ser reevaluada bajo un punto de vista critico para
identificar aquellos componentes de incertidumbre que no hayan sido
analizados en estos estudios o bien componentes de incertidumbre adicionales
que se producen en estos estudios pero no cuando se usa el procedimiento en
las mediciones ordinarias. En particular las fuentes que deberian ser
analizadas con una mayor consideracion son:

-La toma de la muestra: ya que en estos estudios raramente se tiene en cuenta
este paso.

-El pretratamiento de las muestras: en la mayoria de los estudios las muestras
sufren un pretratamiento antes de su distribucion para asegurar su
conservacion durante el periodo de tiempo que dure el estudio.

-Los cambios en la matriz de la muestra: la incertidumbre procedente de
componentes interferentes a concentraciones que no han sido evaluadas en el

estudio.

3-El uso de datos procedentes de programas de evaluacion de la calidad. Los
resultados obtenidos en el control interno de la calidad de un laboratorio
pueden ser usados en determinadas ocasiones para la estimacion del
componente metrologico de incertidumbre. La informacion contenida en
programas de evaluacion externa de la calidad se puede usar también como

fuente de informacion para evaluar diversos componentes de incertidumbre.

Otras fuentes de informaciéon en las evaluaciones de tipo B pueden ser datos
previos de mediciones, experiencia en las propiedades y el comportamiento de

los materiales e instrumentos utilizados, e incertidumbres asignadas a datos de
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referencia tomados de libros de consulta.

1.4.2.4. Calculo de la incertidumbre combinada

El siguiente paso es combinar la incertidumbre tipica estimada de los distintos
componentes de incertidumbre que afectan a un resultado para estimar la

incertidumbre combinada del mismo.

Los resultados de las mediciones realizadas en el laboratorio clinico tienen
diversas causas de incertidumbre o bien han podido ser calculados a partir de
los valores de diversas magnitudes intermedias cada una con su
incertidumbre. En este trabajo se denomina componente de incertidumbre a
cada una de las contribuciones a la incertidumbre de un resultado ya esté este
componente asociado a una parte del procedimiento o corresponda a la
incertidumbre de otras magnitudes a partir de los cuales se ha obtenido dicho

resultado.

La incertidumbre tipica combinada es la incertidumbre tipica de un resultado
de una medicion cuando este resultado se ha obtenido a partir de los valores de
otras magnitudes o cuando sobre este resultado actuan diversas causas de
incertidumbre. La relacion general que se establece entre la incertidumbre
combinada de un resultado y las incertidumbres de los diversos componentes
individuales de incertidumbre que lo afectan depende de la funciéon f, que
define la magnitud objeto de medicion, que relaciona la magnitud que se esta
midiendo con las distintas magnitudes de las que depende, y es expresada por

la siguiente ecuacion (2):

Ue = uy) = (XOf/0x)>. v (x))*°

en donde u(y) es la incertidumbre tipica combinada del resultado de la
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medicion y u(x) la incertidumbre tipica de cada una de las magnitudes
intermedias de las que depende el resultado o de lo distintos componentes que
afectan a la incertidumbre del procedimiento. Por tanto u(y) es la raiz cuadrada
del sumatorio del cuadrado de la incertidumbre tipica asociada a cada
componente individual de incertidumbre multiplicada por el cuadrado de la
derivada parcial del modelo de funcion con respecto a dicha magnitud
intermedia. Esta derivada parcial se denomina también coeficiente de
sensibilidad. En el caso de que dos magnitudes intermedias x y x no sean
independientes y estén correlacionadas, la covariancia entre ellas se deberia

introducir en la formula anterior de manera que la féormula quedaria como

sigue (2):

uy) = @f/0x). w6 +2 220f/0x)(0f/0x). ulxk,x)°

El efecto de la covariancia entre varias magnitudes puede incrementar o

disminuir la incertidumbre tipica combinada.

Cuando la incertidumbre tipica combinada se divide por el resultado de la
medicion se denomina incertidumbre tipica combinada relativa y se simboliza

Como U rel (2).

Si bien estas son las expresiones de la incertidumbre tipica combinada general,
y la que se usa cuando existen magnitudes correlacionadas, en la practica en
la mayoria de las casos estas expresiones se pueden reducir a formas mucho

mas simples siguiendo dos simples reglas:

1-Para magnitudes, y, en las que la funcion de relacion con las magnitudes de
las que depende (x1, x2 , ...., xn) sOlo incluye sumas o diferencias como y = x1 +
X2 + ....+ xy la incertidumbre tipica combinada se propaga segun una ecuacion

del siguiente tipo:

Ue = uy) = (wx)?+ ufx2)?+ ...+ ulxw)?)0s
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es decir la incertidumbre combinada es la raiz cuadrada de la suma de los

cuadrados de las incertidumbres tipicas de los distintos componentes.

2-Para magnitudes, y, en las que la funcion de relacion con las magnitudes de
las que depende (x1, x2 , ...., xx), sOlo incluye multiplicaciones y divisiones
como y = X1 . X2 . .... xn la incertidumbre combinada, expresada en forma de
incertidumbre combinada relativa, se propaga segun una ecuacion del

siguiente tipo:

Uerel. = U(Y)/ Y = ([ula)/ 2 ]2+ [ulxe)/ x2 ]2+ ...+ [ulan)/ ] 2)0°

es decir que la incertidumbre combinada relativa seria la raiz cuadrada de la
suma de los cuadrados de las incertidumbres tipicas relativas de los distintos

componentes.

En estos casos, en los que aparecen Unicamente operadores matematicos
simples, la incertidumbre combinada puede ser calculada facilmente una vez
que ha sido calculada la incertidumbre de los distintos componentes. Por tanto
la estimacion de la incertidumbre tipica combinada se puede simplificar en
aquellos procedimientos en los que sus diversos componentes de incertidumbre

tengan una relacion de este tipo.

En caso de funciones mas complicadas puede ser conveniente para facilitar el
tratamiento de los datos la utilizacion de programas informaticos con hojas de

calculo utiles para este fin (45).

En determinados campos de aplicacion como puede ser en las ciencias de
laboratorio clinico se puede usar la incertidumbre expandida, simbolizada
como U, para informar la incertidumbre. La incertidumbre expandida es
aquella magnitud que define un intervalo alrededor del resultado de medida

que se puede esperar que contenga una gran fraccion de la distribucion de
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valores que razonablemente pueden atribuirse al mensurando (2). La
incertidumbre expandida se obtiene al multiplicar la incertidumbre tipica, o la

incertidumbre tipica combinada por un factor de cobertura k:

U=ku

El factor de cobertura es un factor numeérico usado como multiplicador de la
incertidumbre tipica para obtener la incertidumbre expandida (2). El resultado
de una medicion puede ser entonces expresado como Y = y + U, que es
interpretado como que la mejor estimacion del valor atribuible al mensurando
Yes y, y que el intervalo [y - U; y + U] contiene con un alto grado de confianza
p los valores que pueden ser razonablemente atribuidos a Y. Tal intervalo de

confianza puede ser también expresado comoy- U< Y<y+ U.

A la hora de la eleccion del factor de multiplicacion hay que tener en cuenta
una serie de aspectos:

- El grado de confianza deseado.

- Cualquier conocimiento de las distribuciones de los datos subyacentes.

- Cualquier conocimiento del numero de valores usados para estimar los
efectos aleatorios. Las muestras pequenas pueden llevar a estimaciones

optimistas de la incertidumbre expandida.

El valor del factor de multiplicacion k es elegido en funciéon del grado de
confianza que se desea asociar al intervalo y + U. Cuando la distribucion de
los datos que se manejan es normal el factor de cobertura se puede relacionar
con el nivel de confianza de la siguiente manera: si 1-a = 0,95, es decir si el
intervalo contiene aproximadamente un 95% de la distribucion de valores el
factor de cobertura es 2, si 1-a = 0,99 el factor de cobertura es 2,6 y si 1-a =
0,996 el factor de cobertura es 3,0. En general k esta dentro del intervalo
comprendido entre 2 y 3, y para la mayoria de los propositos se recomienda
que k sea 2, sin embargo este factor puede ser establecido de una manera

especial en determinadas ocasiones, por ejemplo cuando ha sido usado un
36



numero pequeno de mediciones para estimar grandes efectos aleatorios.

1.4.3.Informe de la incertidumbre

La forma en que se informa la incertidumbre depende de cual va a ser su uso.
Hay que tener en cuenta siempre que:

- Se debe ofrecer la suficiente informacion como para permitir que el resultado
sea reevaluado si nuevos datos o informaciones estan disponibles.

- Es preferible siempre ofrecer un exceso de datos a una informacion

demasiado escasa.

Una informacion completa de la incertidumbre debe incluir (2):

-Una descripcion clara de los métodos usados para realizar las mediciones y
para calcular la incertidumbre.

-Una lista de todos los componentes de la incertidumbre significativos
evaluados y las relaciones entre ellos, asi como una completa documentacion
de como fue evaluado cada uno.

-Un informe de los valores de todas las constantes y correcciones usadas en los
calculos y en el analisis de la incertidumbre.

-El ntimero de grados de libertad de cada uno de los componentes de

incertidumbre evaluados.

En definitiva se deberian informar todos los pasos y procedimientos realizados
de tal manera que cada uno ellos pueda ser seguido facilmente y repetido en
caso de que sea necesario. Cuando los detalles de una medicion, incluyendo
como fue evaluada la incertidumbre de los resultados, son proporcionados por
referencias a documentos existentes es imperativo que dichos documentos sean

consistentes con los procedimientos de medida en uso.

Muchas mediciones en el campo del comercio son hechas sin ninguna

informacion explicita de la incertidumbre, sin embargo algunas de ellas son
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realizadas con instrumentos sometidos a inspeccion legal. Si se tiene
informacion de que estos instrumentos estan de conformidad con ciertas
normas y regulaciones que se aplican en dicho campo las incertidumbres
pueden ser inferidas a partir de estas normas y regulaciones. En el campo de
las ciencias de laboratorio clinico los procedimientos de medida no suelen estar
sometidos a inspecciones legales pero en ciertos casos si que se asume que han
sido obtenidos con determinadas caracteristicas metrologicas, asi cuando se
mide la concentracion de colesterol en suero y se usa el valor discriminante de
riesgo de sufrir una enfermedad ateroesclerética (5,2 mmol/L) (46, 47) se
asume que el procedimiento que se esta usando posee unas determinadas

caracteristicas de imprecision e inexactitud.

Cuando la medida de la incertidumbre es la incertidumbre tipica combinada uc
se deberia (2):

a-Dar una completa informacion de la definicion del mensurando Y.
b-Establecer claramente y sin ambigliedades como se hizo la estimacion del
mensurando y de la incertidumbre u(y). Las unidades de ambos deben darse
siempre.

c-Incluir la incertidumbre tipica relativa uc(y)/y siempre que y # O cuando sea

apropiado a la medicion.

Desde el punto de vista formal se recomienda informar la incertidumbre tipica
combinada de la siguiente forma (2):

(Nombre de la magnitud): valor numeérico (unidades) [con una] incertidumbre
tipica de uc(unidades)[donde la incertidumbre tipica es tal como se define en el
Vocabulario Internacional de Términos Bdsicos y Generales de Metrologia, 22
edicion, ISO 1993 (1) y corresponde a una desviacion tipica].

Cuando sea adecuado los términos entre corchetes [ | pueden ser omitidos o
abreviados.

No se recomienda el uso del operador relacional + cuando se informa la
incertidumbre tipica ya que este simbolo suele estar asociado a intervalos

correspondientes a un alto grado de confianza.
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Cuando se quiere informar la incertidumbre expandida U = kuc se deberia (2):
a- Dar la definicion del mesurando Y.

b- Establecer el resultado de la medicion como Y = y + U con sus unidades
correspondientes.

c- Dar los valores de uc y k usados para calcular U.

d- Dar aproximadamente el grado de confianza asociado con el intervalo y = U

y como fue calculado.

En general para la estimacion de la incertidumbre expandida se deberia usar 2
como factor de multiplicacion. Desde el punto de vista formal se recomienda
informar la incertidumbre expandida de la siguiente forma (2):

(Nombre de la magnitud): x £ U (unidades)

[donde] la incertidumbre informada es [la incertidumbre expandida tal como se
define en el Vocabulario Internacional de Términos Bdasicos y Generales de
Metrologia, 22 edicion, ISO 1993] (1) calculada usando un factor de
multiplicacion de 2, [que ofrece un grado de confianza de aproximadamente el
95%].

Cuando sea adecuado los términos entre corchetes [ | pueden ser omitidos o

abreviados.

1.4.4. Expresion numérica de los resultados

Los valores numeéricos de los resultados y su incertidumbre no deberian de ser
expresados con un numero excesivo de digitos. La incertidumbre se deberia
relacionar con el valor numeérico con el que se expresa el resultado. El
resultado de una medicion se deberia redondear con el fin de que solamente
contuviera los digitos conocidos con seguridad mas el primero de los que estan
afectados por la incertidumbre. Durante todo el proceso de estimacion en todos
los calculos se ha de mantener un numero de decimales superior al utilizado

habitualmente para cada magnitud biologica.
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2. Objetivos

Los componentes fundamentales de la incertidumbre de los resultados de
medida obtenidos con procedimientos relacionados con el laboratorio clinico
son:

- La incertidumbre producida durante la fase premetrologica.

- La incertidumbre producida durante la fase metrologica.

- La incertidumbre producida en la valoracion de los calibradores

- La incertidumbre producida por las magnitudes influyentes

De estos componentes hay dos que dependen de cada laboratorio en particular
y que son los producidos por la imprecision interdiaria y por la variabilidad

premetrologica.

El objetivo de esta tesis es el diseno de un modelo general, lo mas ampliamente
utilizable, que permita asignar a cada resultado de medida obtenido con un
procedimiento de laboratorio clinico su incertidumbre asociada. Para ello se
debe estimar el valor de la incertidumbre tipica de cada componente de
individual de incertidumbre y combinarlos de manera adecuada para estimar la

incertidumbre combinada.

40



3. Material y métodos

3.1 Especificacion de las magnitudes objeto de estudio y materiales usados

para su medicion

3.1.1.Especificacion de las magnitudes objeto de medicion

Los organismos internacionales de normalizacion recomiendan que como
primer paso para la estimacion de la incertidumbre se establezca una
expresion cuantitativa que relacione los valores de todas las magnitudes
intermedias con la magnitud objeto de medicion. Asi si el resultado de la
medicion se simboliza por y, su relacion con los valores de las magnitudes
intermedias (x1, X2, X3,.....xn) puede ser expresado por la funciéon ya

mencionada:

y = f(x1, x2, x3,.....XN)

que es el modelo de funcion de la magnitud que se esta midiendo. Aunque cada
procedimiento analitico tiene un Unico modelo de funcion en la practica
procedimientos de medida basados en el mismo o similar método tendran

similares modelos de funcion.

La incompleta o deficiente definicion de la magnitud que se mide puede en
determinados casos ser una fuente de incertidumbre a tener en cuenta,
aunque por lo menos en lo que atane a las magnitudes del laboratorio clinico
es facil de eliminar o disminuir con una adecuada sistematizacion y

normalizacion de la nomenclatura de la magnitud (37, 38).

Por ello toda medicion debe comenzar con una adecuada definicion del
mensurando, es decir la magnitud que se esta midiendo, del método de medida
y del procedimiento de medida. El mensurando debe ser definido mediante una

descripcion lo mas completa posible de la magnitud. Teniendo en cuenta las
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recomendaciones de la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC), de
la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y de la Sociedad
Espanola de Quimica Clinica y Patologia Molecular (37, 38, 48) se debe
enumerar y describir las siguientes caracteristicas: el sistema en estudio y el
componente de ese sistema teniendo en consideracion el tipo de magnitud.

Todo esto se puede sistematizar mediante el siguiente esquema:

Sistema—-Componente; tipo de magnitud

Conjuntamente a esta sistematizacion es conveniente normalizar la
nomenclatura de los sistemas, componentes y tipos de magnitud. El sistema
debe escribirse de forma completa o bien mediante la utilizacion de un simbolo
aceptado (48) del mismo con letras rectas, la primera con mayuscula y las
siguientes con minusculas. Los nombres de los componentes se deben escribir
completos sin abreviaturas y las letras deben ser rectas, todas mayusculas o
solo la primera. El tipo de magnitud, es decir la propiedad que se mide del
componente en el sistema, debe escribirse a continuacion del nombre del
componente, separado por un punto y coma usando los correspondiente
simbolos autorizados. Ademas de la definicion de la magnitud se debe
establecer exactamente las relaciones entre el mensurando final y las
magnitudes intermedias o constantes usadas para su calculo en caso de que

las hubiera.

Alguno de los simbolos utilizados en este trabajo para la definicion de las

magnitudes son los siguientes:

Sistemas:

Srm: suero

Tipo de magnitud:
c.cat.: concentracion catalitica

c.sust.: concentracion de sustancia
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c.masa: concentracion de masa

c.sust.arb.: concentracion de sustancia arbitraria

Mediante el uso de esta nomenclatura y sintaxis se obtiene una adecuada
identificacion de la magnitud, que si bien en algunos casos necesita la
inclusion de una informacion adicional, como la identificacion de los materiales
de referencia frente a los cuales han sido calibrados, suele ser en la mayoria de

los casos suficiente.

Este trabajo se ha realizado en un grupo de magnitudes que se encuentran
entre las que mas se demandan en un laboratorio de bioquimica clinica. Las

magnitudes elegidas fueron las siguientes:

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Bilirrubina; c.sust.
Srm—Calcio(II); c.sust.

Srm—Colesterol; c.sust.
Srm—Creatina-cinasa; c.cat.
Srm—Creatininio; c.sust.
Srm—Ferritina; c.masa(CRM 470)
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.
Srm—Fosfato; c.sust.

Srm—Glucosa; c.sust.

Srm—Hierro; c.sust.

Srm—Ion potasio; c.sust.

Srm—Ion sodio; c.sust.

Srm—Proteina ; c.masa
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.
Srm—Triglicérido; c.sust.

Srm—Triyodotironina; c.sust.
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Srm—Urato; c.sust.

Srm—Urea; c.sust.

3.1.2. Materiales utilizados

3.1.2.1. Materiales de control y calibracion

Para la verificacion de las series de mediciones se usaron los siguientes

materiales de control:

Precicontrol Universal de Roche referencia 1731416, con dos concentraciones
distintas, para la verificacion de las series de medida correspondientes a:
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.

Srm—Triyodotironina; c.sust.

Lyphocheck Control Quimico no Valorado 1 y 2 de Bio-Rad referencias 731 y
732 para la verificacion de las series de medida correspondientes a:

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.

Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.

Srm—ABilirrubina; c.sust.

Srm—Calcio(Il); c.sust.

Srm—Colesterol; c.sust.

Srm—Creatina-cinasa; c.cat.

Srm—Creatininio; c.sust.

Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.

Srm—Fosfato; c.sust.

Srm—Glucosa; c.sust.

Srm—Hierro; c.sust.

Srm—Ion potasio; c.sust.

Srm—Ion sodio; c.sust.
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Srm—Proteina ; c.masa
Srm—Triglicérido; c.sust.
Srm—Urato; c.sust.

Srm—Urea; c.sust.

Controles Precipath proteina y Precinorn proteina de Roche referencias
1553585 y 1533577 para la verificacion de las series de medida
correspondientes a:

Srm—Ferritina; c.masa(CRM 470)

Para la calibracion de los procedimientos de medida incorporados a los
analizadores Hitachi 917 (excepto el de la ferritina) e Hitachi 747 (excepto los
de los iones sodio y potasio) se utilizo el calibrador CFAS (Calibrator For

Automated Systems) de Roche referencia 759350.

Para la calibracion del procedimiento de medida de la concentracion de masa
de la ferritina se utilizo el calibrador CFAS protein (Calibrator For automated
Systems protein) de Roche referencia 1355279 que consiste en 6 calibradores
de distinta concentracion que poseen trazabilidad respecto al material de

referencia CRM 470.

Para la calibracion de los procedimientos de medida de la concentracion de ion
sodio e ion potasio se utilizaron los calibradores alto y bajo de Roche
referencias 1183982 y 1183974 que son disoluciones acuosas obtenidas de
forma gravimeétrica, y el calibrador Compensador de Roche referencia 1489828

de matriz sérica.

Para la calibracion del procedimiento de medida de la concentracion de
tirotropina se utilizo el calibrador TSH-CalSet de Roche referencia 1731483,
que consiste en una matriz de suero de caballo con tirotropina recombinante
que posee trazabilidad frente al segundo calibrador de referencia IRP 80/558

de la Organizacion Mundial de la Salud.
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Para la calibracion del procedimiento de medida de la concentracion de tiroxina
libre se uso el calibrador FT4 CalSet de Roche referencia 1731661, que consiste

en una matriz de tampon con proteina a la que se ha anadido [-tiroxina.

Para la calibracion del procedimiento de medida de la concentracion de
triyodotironina se utilizo el calibrador T3 CalSet de Roche referencia 1731548
que consiste en suero humano liofilizado al que se le ha anadido
triyodotironina y ha sido valorado frente a unos calibradores de referencia de
suero humano carente del componente al que se ha anadido una cantidad

pesada de triyodotironina.

3.1.2.2. Analizadores utilizados

Las mediciones se han realizado en los siguientes analizadores:

Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) para la medicion de:
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.( IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.

Srm—Triyodotironina; c.sust.

Hitachi 747 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) para la medicion de:
Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.

Srm—Bilirrubina; c.sust.
Srm—Calcio(Il); c.sust.
Srm—Colesterol; c.sust.
Srm—Creatininio; c.sust.
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.
Srm—Fosfato; c.sust.

Srm—Glucosa; c.sust.
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Srm—Hierro; c.sust.
Srm—Ion potasio; c.sust.
Srm—Ion sodio; c.sust.
Srm—Proteina ; c.masa
Srm—Urato; c.sust.

Srm—Urea; c.sust.

Hitachi 917 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) para la medicion de:
Srm—Creatina-cinasa; c.cat.
Srm—Ferritina; c.masa(CRM 470)

Srm—Triglicérido; c.sust.

3.1.2.3. Procedimientos de medida utilizados

Para la medicion de la concentracion catalitica de alanina-aminotransferasa en
suero se utilizo el procedimiento de Roche ALT optimizado (49) referencias
1360191 (reactivo 1) y 1127845 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el
analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa en la reaccion del a-
oxoglutarato y la l-alanina por medio de la alanina-aminotransferasa para
producir l-glutamato y piruvato. El piruvato formado reacciona con NADH
catalizado por la lactato-deshidrogenasa para producir -malato y NAD*. La
disminucion de la concentracion de NADH, que se mide espectrometricamente
a 340 nm, es directamente proporcional a la concentracion catalitica de
alanina-aminotransferasa presente en la muestra. También se usa una
longitud de onda secundaria a 700 nm. Las mediciones de las absorbancias se

hacen de forma cinética.

Para la medicion de la concentracion catalitica de aspartato-aminotransferasa
en suero se utilizo el procedimiento de Roche AST optimizado (50) referencias
1360175 (reactivo 1) y 1127829 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el

analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa en la reaccion del o-
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oxoglutarato y el l-aspartato por medio de la aspartato-aminotransferasa para
producir l-glutamato y oxalacetato. El oxalacetato formado reacciona con NADH
catalizado por la malato-deshidrogenasa para producir -malato y NAD*. La
disminucion de la concentracion de NADH, que se mide espectrometricamente
a 340 nm, es directamente proporcional a la concentracion catalitica de
aspartato-aminotransferasa presente en la muestra. También se usa una
longitud de onda secundaria de 700 nm. Las mediciones de las absorbancias se

hacen de forma cinética.

Para la medicion de la concentracion de bilirrubina en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Bilirrubina método DPD (51) referencias 1127535
(reactivo 1) y 1383019 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el
analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa en la capacidad que tiene el
detergente contenido en los reactivos para liberar a la bilirrubina esterificada y
la posterior union del compuesto diazonio a la bilirrubina para formar
azobilirrubina. La concentracion de azobilirrubina formada, medida
espectrometricamente a 570 nm, es directamente proporcional a la
concentracion de bilirrubina presente en la muestra. También se usa una
longitud de onda secundaria a 660 nm. Las mediciones de las absorbancias se

hacen a dos puntos.

Para la medicion de la concentracion de calcio(ll) en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Calcio (52) referencia 1127551 (reactivo 1) y 1127560
(reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747. El
procedimiento se basa en la reaccion del calcio con o-cresoftaleina complexona
en solucion alcalina para formar un compuesto de calcio y o-crexoftaleina. La
concentracion de este compuesto formada, que se mide espectrometricamente a
546 nm, es directamente proporcional a la concentracion de calcio(Il) presente
en la muestra. Adicionalmente se usa una longitud de onda secundaria a 700

nm. La medicion de las absorbancias se realiza a punto final.

Para la mediciéon de la concentracion de colesterol en suero se utilizo el
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procedimiento de Roche Colesterol CHOD-PAP (53) referencia 1489704 que se
encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa
en la separacion de los ésteres de colesterol en colesterol y acidos grasos por la
enzima colesterol-esterasa. A continuacion el colesterol se oxida mediante la
accion de la colesterol-oxidasa a A*-colestenona y peroxido de hidrogeno. A
continuacion el peroxido de hidrogeno formado reacciona con 4-aminofenazona
y fenol bajo la accion de la peroxidasa para formar un compuesto coloreado, 4-
(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona, cuya concentracion, proporcional a la
concentracion de colesterol presente en la muestra, se mide
espectrometricamente a 505 nm. También se usa una longitud de onda
secundaria de 700 nm. Las lecturas de las absorbancias se realizan a un

punto.

Para la medicion de la concentracion catalitica de creatina-cinasa en suero se
utilizo el procedimiento de Roche CK NAC (54) referencia 1552147 que se
encuentra incorporado en el analizador Hitachi 917. El procedimiento se basa
en la reaccion del fosfato de creatina con ADP catalizada por la creatina-cinasa
para formar creatina y ATP. A continuacion el ATP formado reacciona con la
glucosa por medio de la hexoquinasa para dar glucosa-6-P y ADP. Finalmente
la glucosa-6-P reacciona con NADP* catalizada por la glucosa-6-P-
deshidrogenasa para formar 6-P-gluconato y NADPH. La concentracion de
NADPH formada, proporcional a la concentracion catalitica de la enzima
presente en la muestra, se mide espectrometricamente a 340 nm. También se
usa una longitud de onda secundaria a 546 nm. Las mediciones de las

absorbancias se hacen de forma cinética.

Para la medicion de la concentracion de creatininio en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Creatinina (55, 56) referencias 112763 (reactivo 1) y
112765 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747.
El procedimiento se basa en la reaccion del creatininio con el acido picrico en
solucion alcalina para dar lugar a un compuesto de creatininio y acido picrico.

La concentracion de este compuesto formada, que se mide
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espectrometricamente a 505 nm, es directamente proporcional a la
concentracion de creatininio presente en la muestra. Adicionalmente se usa
una longitud de onda secundaria a 570 nm. Las mediciones de las

absorbancias se hacen de forma cinética.

Para la medicion de la concentracion de ferritina en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Tina-quant Ferritina (57) referencia 1661400 que se
encuentra incorporado en el analizador Hitachi 917. El procedimiento se basa
en la inmunoturbidimetria y en €l las moléculas de ferritina reaccionan con un
anticuerpo contra la ferritina que esta unido a unas particulas de latex
formando un compuesto de antigeno-anticuerpo que se mide

turbidimetricamente.

Para la medicion de la concentracion catalitica de fosfatasa alcalina en suero se
utilizo el procedimiento de Roche Fosfatasa alcalina optimizada (58) referencias
1360787 (reactivo 1) y 1360795 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el
analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa en la reaccion de p-
nitrofenilfosfato con agua bajo la accion de la fosfatasa alcalina en presencia de
iones Mg2* para formar fosfato y p-nitrofenol. La concentracion de p-nitrofenol
formada, proporcional a la concentracion catalitica de la enzima presente en la
muestra, se mide espectrometricamente a 450 nm. También se usa una
longitud de onda secundaria a 546 nm. Las mediciones de las absorbancias se

hacen de forma cinética.

Para la medicion de la concentracion de fosfato no esterificado en suero se
utilizo el procedimiento de Roche Fosforo inorganico (59) referencia 1875981
que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747. El procedimiento se
basa en la reaccion del fosfato no esterificado con el molibdato amoénico en
solucion acida sulfurica para formar un compuesto de fosfomolibdato de
amonio. La concentracion de fosfomolibdato de amonio formada, proporcional a
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la concentracion de fosfato presente en la muestra, se mide
espectrometricamente a 340 nm. También se usa una longitud de onda
secundaria a 660 nm. Las mediciones de las absorbancias se realizan a un

punto.

Para la mediciéon de la concentracion de glucosa en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Glucosa GOD-PAP (60) referencia 1448684 que se
encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747. El procedimiento se basa
en la reaccion de la glucosa con el oxigeno y agua que es catalizada por la
enzima glucosa-oxidasa para formar gluconolactona y peroxido de hidrogeno.
El peroxido de hidrogeno formado reacciona por medio de la enzima peroxidasa
con la 4-aminofenazona y fenol produciendo 4-(p-benzoquinona-monoimino)-
fenazona. Finalmente la aparicion de este compuesto coloreado, que es
proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra, se mide
espectrometricamente a 505 nm. También se usa una longitud de onda

secundaria a 700 nm. La medicion de las absorbancias se realiza a un punto.

Para la medicion de la concentracion de hierro en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Hierro (61) referencias 1970771 (reactivo 1) y 1970798
(reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi 747. El
procedimiento se basa en la separacion de los iones de Fe*3 de la transferrina
que se produce a pH acido (<2,0). A continuacion el ascorbato reduce los iones
de Fe3* a iones de Fe?*. El Fe?* forma con la ferrozina un compuesto coloreado
cuya concentracion, proporcional a la concentracion de hierro, se mide
espectrometricamente a 570 nm. También se usa una longitud de onda

secundaria a 700 nm. La medicion de las absorbancias se realiza a dos puntos.

Para la medicion de la concentracion de ion potasio en suero se utilizo el
procedimiento de Roche ISE/K* (62) que utiliza la potenciometria indirecta
como método de medida. Este procedimiento se basa en la capacidad de
determinadas membranas de generar un potencial eléctrico cuando estan en

contacto con ciertas disoluciones, capacidad que se puede usar para la
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medicion de las concentraciones de ciertos iones presentes en dichas

disoluciones.

Para la medicion de la concentracion de ion sodio en suero se utilizo el
procedimiento de Roche ISE/Na* (63, 64) que utiliza la potenciometria indirecta
como método de medida. Este procedimiento se basa en la capacidad de
determinadas membranas de generar un potencial eléctrico cuando estan en
contacto con ciertas disoluciones, capacidad que se puede usar para la
medicion de las concentraciones de ciertos iones presentes en dichas

disoluciones.

Para la medicion de la concentracion de proteina en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Proteinas Totales (65) referencias 1553844 (reactivo 1)
y 1553852 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi
747. El procedimiento se basa en la propiedad que tienen las proteinas de
formar en solucion alcalina con los iones de cobre un compuesto coloreado. La
concentracion del compuesto coloreado formada, que se mide
espectrometricamente a 546 nm, es directamente proporcional a la
concentracion de proteina presente en la muestra. Adicionalmente se usa una
longitud de onda secundaria a 700 nm. La medicion de las absorbancias se

realiza a dos puntos.

Para la medicion de la concentracion de tirotropina en suero se utilizo el
procedimiento de Roche TSH-Tirotropina (66) referencia 1731459 que se
encuentra incorporado en el analizador Elecsys 2010. Es un procedimiento
inmunoquimico en el que se usa un anticuerpo monoclonal especifico contra la

tirotropina.

Para la medicion de la concentracion de tiroxina libre en suero se utilizo el
procedimiento de Roche FT4-Tiroxina libre (67) referencia 1731297 que se
encuentra incorporado en el analizador Elecsys 2010. Es un procedimiento

inmunoquimico en el que se usa un anticuerpo especifico contra la tiroxina.
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Para la medicion de la concentracion de triglicérido en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Triglicéridos GPO-PAP (68) referencia 1730711 que se
encuentra incorporado en el analizador Hitachi 917. El procedimiento se basa
en la transformacion de los triglicéridos en glicerol y acidos grasos catalizada
por la triacilglicerol-lipasa. Seguidamente el glicerol formado reacciona con ATP
por medio de la glucoquinasa en presencia de iones Mg2* para dar glicerol-3-
fosfato y ADP. A continuacion el glicerol-3-P se oxida catalizado por la glicerol-
p-oxidasa a dihidroxiacetonafosfato y peroxido de hidrogeno. El peroxido de
hidrégeno reacciona con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol por medio de la
peroxidasa formando 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona. La
concentracion de esta sustancia, medida espectrometricamente a 505 nm, es
proporcional a la concentracion de triglicérido presente en la muestra. También
se usa una longitud de onda secundaria a 700 nm. Las mediciones de las

absorbancias se realizan a punto final.

Para la medicion de la concentracion de triyodotironina en suero se utilizo el
procedimiento de Roche T3-Triyodotironina (69) referencia 1731360 que se
encuentra incorporado en el analizador Elecsys 2010. Es un procedimiento
inmunoquimico en el que se usa un anticuerpo policlonal especifico contra la

triyodotironina.

Para la medicion de la concentracion de urato en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Acido urico PAP (70) referencias 1446827 (reactivo 1) y
1446835 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi
747. El procedimiento se basa en la reaccion del urato con el agua y el oxigeno
catalizada por la enzima uricasa para formar alantoina, hidrogenocarbonato y
peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrogeno formado reacciona con el acido
2,4,6-tribromo-3-hidroxi benzoico y la 4-aminofenazona mediante la accion de
la enzima peroxidasa formando un compuesto de quinona-imine y acido
bromhidrico. La concentracion de este compuesto formada, que se mide

espectrometricamente a 505 nm, es directamente proporcional a la
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concentracion de urato presente en la muestra. Adicionalmente se usa una
longitud de onda secundaria a 700 nm. La medicion de las absorbancias se

realiza a dos puntos.

Para la medicion de la concentracion de urea en suero se utilizo el
procedimiento de Roche Urea cinético UV (71) referencias 1489836 (reactivo 1)
y 1820206 (reactivo 2) que se encuentra incorporado en el analizador Hitachi
747. El procedimiento se basa en la accion de la ureasa sobre la urea y el agua
formando amoniaco e hidrogenocarbonato. A continuacion el amoniaco
formado reacciona con el a-oxoglutarato y NADH mediante la accion de la
glutamato-deshidrogenasa formandose [-glutamato, agua y NAD*. La
disminucion de la concentracion de NADH, medida espectrometricamente a
340 nm, es directamente proporcional a la concentracion de urea presente en
la muestra. Adicionalmente se usa una longitud de onda secundaria a 376 nm.

La medicion de las absorbancias se hace de forma cinética.

3.2. Identificacion de los componentes de incertidumbre

El objetivo principal de este trabajo es disenar un modelo que se pueda usar
los mas ampliamente posible para la estimacion de la incertidumbre de los
resultados de medida obtenidos con procedimientos de laboratorio clinico. Para
estimar la incertidumbre asociada a un resultado, como ya se ha mencionado
en la introduccion, en muchos casos lo mas util es dividir el procedimiento de
medida en diversos bloques a los que se puede asignar a su vez una
incertidumbre. Cuando se mide una magnitud biologica los errores aleatorios
propios del procedimiento de medida, asi como algunos errores sistematicos
que se producen de manera esporadica y que se pueden expresar COmo errores
aleatorios, hacen que se produzca una incertidumbre sobre el resultado de
medida. Por tanto la incertidumbre de medida puede ser debida a diversas
causas, cada una de las cuales es descrita mediante su incertidumbre tipica.

Cuando sobre un resultado actian varias causas de incertidumbre es
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necesario combinar de manera adecuada sus incertidumbres tipicas mediante

el calculo de la incertidumbre tipica combinada.

En este momento se deben identificar cuales de las causas de incertidumbre
mencionadas en la introduccion afectan a un resultado ya que no todas ellas
afectan por igual a todos los procedimientos de medida del laboratorio clinico.
Una vez identificados los principales componentes de la incertidumbre es
conveniente simplificar la lista mediante la identificacion de grupos de
componentes de incertidumbre que pueden ser evaluados como un uUnico
componente. En la practica, por tanto, no es necesario evaluar por separado
todos los componentes identificados en la introduccion ya que es posible
estimar la incertidumbre asociada al efecto combinado de diversos

componentes.

En general para los procedimientos de medida usados en el laboratorio clinico
la incertidumbre de un resultado, una vez identificada adecuadamente la
magnitud medida, tiene los siguientes componentes:

-El producido durante la fase premetrologica.

-El producido durante la fase metrologica por la variabilidad interdiaria.

-El producido en la valoracion de los calibradores.

-El producido por las magnitudes influyentes.

Cada uno de estos componentes incluye el efecto combinado de multiples
componentes, pero la estimacion de estos cuatro permite conocer la influencia

de todos ellos.

El modelo de funcion usado en este trabajo supone que el resultado de una
medicion es igual al resultado observado en la medicion mas una serie de
constantes de correccion debidas a los efectos producidos por la toma de la

muestra, la calibracion y la producida por la interferencias:

y = Cobst Cte pm + Cte cal +Cte 1nf
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El concepto de la incertidumbre de medida se aplica inicamente a resultados
de medida sin error sistematico (2) o bien a resultados de medida corregidos.
Por tanto si se tiene en cuenta que del resultado final se han eliminado todos
los posibles errores sistematicos el valor de estas constantes de correccion es
igual a cero, pero sin embargo el valor de sus incertidumbres es distinto de
cero. Por tanto si se ha supuesto un modelo de funcion de este tipo en el que
solo existen sumas y restas la incertidumbre tipica combinada, como ya se ha

comentado, se propaga segin una ecuacion del siguiente tipo:

Uc = u(y) = (u(xa)?+ ulxe)?+ ...+ ulxw)?)0s

donde u(xn) es la incertidumbre tipica de cada uno de los componentes
individuales de incertidumbre en que se ha dividido el procedimiento. Por tanto
teniendo en cuenta cuales son los principales componentes de incertidumbre
en los procedimientos relacionados con el laboratorio clinico esta ecuacion

quedaria:

Uc = (um 2+ upm 2 + Uca® + wint?)%>

es decir que la incertidumbre tipica combinada seria la raiz cuadrada de la
suma de los cuadrados de las incertidumbres de los componentes metrologico,
premetrologico, del asociado a la valoracion de los calibradores y del producido

por las magnitudes influyentes.

3.3. Cuantificacion de los diversos componentes de incertidumbre

Como ya se ha comentado existen dos tipos de evaluaciones de la
incertidumbre de los resultados de medida de acuerdo con la manera en que se
estima su valor numeérico (2). En este trabajo la estimacion del valor numeérico

de la incertidumbre asociada a la variabilidad premetrologica y a la imprecision
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interdiaria se ha hecho mediante una evaluacion de tipo A, es decir una
evaluacion en la que la incertidumbre se ha calculado mediante el analisis
estadistico de series de observaciones repetidas y en el que cada componente
de la incertidumbre ha sido obtenido a partir de la funciéon de distribucién de
los valores obtenidos en estas mediciones. La estimacion de la incertidumbre
asociada a la valoracion de los calibradores y la asociada a las magnitudes
influyentes se ha hecho mediante una evaluacion de tipo B en la que la
estimacion de estos componentes de incertidumbre se ha intentado hacer a
partir de la informacion aportada por el fabricante de los calibradores y

reactivos utilizados.

Una vez estimado el valor numérico de la incertidumbre de cada uno de estos
componentes individuales se ha calculado la incertidumbre tipica combinada uc
y la incertidumbre expandida U resultantes de la contribucion de dichos

componentes individuales.

3.3.1. Incertidumbre asociada a la fase premetrologica

Habitualmente se asume que si todos los elementos que forman parte de esta
fase estan adecuadamente normalizados la incertidumbre producida durante
ella es despreciable. Este planteamiento, no obstante, s6lo deberia referirse a
los efectos producidos por la existencia de variaciones sistematicas como
consecuencia de una incorrecta realizacion de los procesos incluidos en esta
fase. Existen, sin embargo, efectos producidos durante la toma de la muestra,
el manejo de la misma o su centrifugacion que a pesar de ser realizados de
forma adecuada son fuente de variaciones aleatorias significativas que no
deberian ser despreciadas sin un estudio previo que valore su contribucion a la

incertidumbre final de un resultado.

Para el calculo de la incertidumbre premetrolégica se ha utilizado un

experimento con el que se valora de forma conjunta la variabilidad que se
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produce durante esta fase debido a:

- la toma de la muestra en diferentes brazos,

- la extraccion a cargo de diferentes personas,

- la realizacion del resto de manipulaciones premetrologicas diferidas en el

tiempo.

Las muestras empleadas en este estudio fueron obtenidas a partir de 20
voluntarios pertenecientes al personal del laboratorio de bioquimica-clinica de
la Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge. Para obtener las muestras se
usaron tubos de vacio sin aditivos pero con una barrera de gel como separador
(Vacutainer®, Becton-Dickinson, Meylan, Francia). En cada individuo se
obtuvieron dos muestras de sangre consecutivas e inmediatas, una en cada
brazo, por dos flebotomistas diferentes a partir de la vena antedecubital. Cada
pareja de flebotomista fue diferente en cada individuo. En todos los casos el
primer tubo de sangre obtenido fue enviado después de 30 minutos a la seccion
premetrologica del laboratorio para su centrifugacion, que tuvo lugar a 1500 g
durante 12 minutos a 10 °C en cualquiera de las dos centrifugas disponibles
para este proposito. Después de la centrifugacion el tubo fue mandado a su
correspondiente analizador. Con el fin de simular las diferencias en el manejo
de las muestras que pueden ocurrir en un laboratorio cuando un mismo
paciente es sometido a punciones en diferentes dias, el tubo obtenido por el
segundo flebotomista fue retenido durante 30 minutos mas que el primero.
Después de este periodo la muestra fue procesada tal como se ha descrito

previamente.

En todas las muestras, dos por cada individuo, se midieron todas las
magnitudes objeto de estudio en los analizadores correspondientes. Ademas
todas las mediciones fueron repetidas en una de las muestras elegida

aleatoriamente en cada individuo.

Para cada magnitud la variancia global producida durante este experimento fue

calculada de la siguiente manera:
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Sa? = 2(x - y)* /2n

donde sg? es la variancia global, x e y son los resultados obtenidos en cada

una de las muestras de un mismo individuo y n es el numero de individuos.

La variancia global es igual a la suma de la variancia premetrologica, spm?, y de

la variancia metrologica intraserial sip?

sa? = spm? + SID?

La variancia correspondiente a la variabilidad metrologica intraserial de cada

magnitud, sip?, fue calculada de la siguiente manera:

sp2=Y (z- 2)2/2n

donde zy z'son los resultados de cada una de las mediciones realizadas en la

misma muestra y n es el numero de individuos.

La variancia correspondiente a la incertidumbre premetrologica, spm?, fue
finalmente calculada restando a la variancia global sg2 de este experimento la

variancia metrologica intraserial sip2.

SpM?2 = Sg2 - SID?

3.3.2. Incertidumbre asociada a la fase metrologica

En este apartado se ha estudiado la incertidumbre resultante del efecto
combinado de los distintos elementos que producen variabilidad durante la
fase metrologica. La estimacion de este componente de la incertidumbre se ha

hecho mediante una evaluacion basada en series repetidas de mediciones. Para
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ello se ha estimado la desviacion tipica correspondiente a la imprecision

interdiaria del procedimiento.

La incertidumbre tipica debido al componente de la incertidumbre producido
por la variabilidad aleatoria que se produce durante la fase metrologica del
procedimiento se ha medido mediante el experimento de imprecision en
condiciones intermedias y ha sido cuantificada mediante la desviacion tipica de
los valores medidos. La imprecision en condiciones intermedias hace referencia
a aquella imprecision en la que se han cambiado uno o mas de los siguientes
factores: tiempo, calibracion, operador y equipamiento factores mencionados
(34). La imprecision interdiaria calculada en este trabajo ha sido un tipo de
imprecision en condiciones intermedias en la que se ha utilizado el mismo
equipo, con el mismo operador pero en el que las mediciones han sido

realizadas en distintos dias.

Al medir la incertidumbre debida a la imprecision interdiaria se esta evaluando
de forma conjunta el efecto combinado de ciertos componentes de
incertidumbre que suceden durante la fase metrologica, algunos de los cuales
son los siguientes:

- El volumen de muestra tomado por el analizador.

- El volumen de reactivos tomados por el analizador.

- La realizacion de la curva de calibracion.

- La medicion de las absorbancias en la muestras y en los blancos.

- La temperatura de los banos.

Teniendo en cuenta que para la mayoria de los procedimientos usados en el
laboratorio clinico la desviacion tipica que caracteriza la imprecision interdiaria
varia dependiendo del valor del mensurando (72-74), es decir que poseen
heterocedasticidad, esta estimacion se ha hecho a diversos valores para cada
magnitud en estudio. Se ha elegido en primer lugar el niumero de valores a los
que se va a estimar la incertidumbre debida a la imprecision interdiaria en

cada procedimiento y el intervalo de concentraciones que abarcan. En principio
60



los valores podrian abarcar todo el intervalo de medida del procedimiento o
bien el intervalo de utilidad clinica del mismo. Se ha elegido estudiar la
imprecision interdiaria para valores que abarcan el intervalo mas amplio
posible del intervalo de medida de los procedimientos ya que de esta manera se
ha evitado recurrir a una valoracion subjetiva para establecer cual es el
intervalo de utilidad clinica de una magnitud. Como intervalo de medida se ha
utilizado la informacion suministrada por el fabricante de los reactivos. La
mayor o menor amplitud del intervalo finalmente estudiado ha dependido de la
disponibilidad de muestras con los valores adecuados. Los intervalos de
medida y los intervalos estudiados de los distintos procedimientos aparecen

reflejados en la Tabla 3.1.

Diversos protocolos de validacion de un procedimiento o de comparacion entre
varios recomiendan (75, 76) que los estudios de imprecision se hagan al menos
a tres concentraciones diferentes del componente. Segiin estos protocolos el
numero exacto de valores a estudiar depende del grado de heterocedasticidad
del procedimiento, recomendado que al menos uno de ellos esté a valores bajos,
otro a altos y otro a intermedios del intervalo de medida. En este estudio para
cada procedimiento se ha estimado la imprecision interdiaria en 7 muestras,
procedentes de mezcla de sueros, de diferentes concentraciones que abarcan el
intervalo mas amplio posible dentro del intervalo de medida del procedimiento.
Las muestras de suero utilizadas proceden de pacientes de distintos servicios
de la Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge. Para obtener las muestras se
usaron tubos de vacio sin aditivos pero con una barrera de gel como separador
(Vacutainer®, Becton-Dickinson, Meylan, Francia). Se excluyeron del estudio
aquellas muestras con componentes interferentes que pudieran influir en la
imprecision. De esta manera se ha evitado usar en el estudio muestras que
sean lipémicas, ictéricas (concentracion de triglicérido y bilirrubina por encima
del doble del limite superior del intervalo de referencia respectivo es decir 4,6
mmol/L (77) para la concentracion de triglicérido y 58 pmol/L (77) para la
concentracion de bilirrubina) o hemoliticas (apreciacion macroscoépica). Se ha

hecho excepcion logicamente en el estudio del procedimiento de medida de la
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concentracion de triglicérido para las muestras lipémicas y de la concentracion

de bilirrubina para las muestras ictéricas.

Tabla 3.1. Intervalos de medida e intervalos de concentracion estudiados para la imprecision de

las diversas magnitudes

Magnitud

Intervalo de medida

Intervalo estudiado

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Bilirrubina; c.sust.
Srm—Calcio(II); c.sust.

Srm—Colesterol; c.sust.
Srm—Creatina-cinasa; c.cat.
Srm—Creatininio; c.sust.
Srm—TFerritina; c.masa(CRM 470)
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.
Srm—Fosfato; c.sust.

Srm—Glucosa; c.sust.

Srm—Hierro; c.sust.

Srm—Ion potasio; c.sust.

Srm—Ion sodio; c.sust.

Srm—Proteina ; c.masa
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.
Srm—Triglicérido; c.sust.
Srm—Triyodotironina; c.sust.
Srm—Urato; c.sust.

Srm—Urea; c.sust.

0,07 - 6,67 pkat/L
0,07 - 10,00 pkat/L
1- 513 pmol/L
0,05 - 4,00 mmol/L
0,1 -20,7 mmol/L
0,1 - 38,4 pkat/L
9 -2210 pmol/L
15,0 - 800,0 pg/L
0,1 - 33,3 pkat/L
0,10 - 6,46 mmol/L
0,1 - 25,0 mmol/L
1-179 pmol/L
1,5- 10,0 mmol/L
80 -180 mmol/L
1-150¢g/L
0,01 - 100,00 mint.u/L

0,3-100,0 pmol/L
0,05 -11,40 mmol/L
0,30-10,00 nmol/L

12- 1487 pmol/L

0,8- 66,6 mmol/L

0,202 - 3,670 pkat/L
0,516 - 4,364 pkat/L
4,7 - 331,8 pmol/L
1,305 - 3,600 mmol/L
1,19 - 13,86 mmol/L
2,41 - 19,24 pkat/L
44,5 - 900,0 pmol/L
21,27 - 503,33 pg/L
1,01 - 28,21 pkat/L
0,290 - 4,130 mmol/L
1,58 — 23,28 mmol/L
5,8 -41,7 pmol/L
3,39 - 6,67 mmol/L
130,0- 154,3 mmol/L
40,3 -119,9 g/L
0,410-53,700 mint.u/L
4,88 91,19 pmol/L

1,150 - 7,750 mmol/L

0,667 — 9,260 nmol/L
108,3 -634,2 pmol/L
1,70 -49,03 mmol/L
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Para realizar las mezclas se escogieron muestras de concentracion similar a la
de la mezcla que se quiere obtener (las muestras habian sido analizadas con el
mismo procedimiento previamente). Una vez elegidas estas muestras se
mezclaron en las proporciones adecuadas en un vaso de precipitados de vidrio
de 50 mL de capacidad con la ayuda de un agitador de varilla hasta obtener
unos 20 mL de mezcla. A continuacion se midié en esta mezcla la magnitud
correspondiente para cerciorarse de que su valor era aproximadamente el
deseado, se hicieron 25 alicuotas de cada mezcla de 0,75 mL cada una en
tubos de Eppendorf de polietileno de 1 mL y se procedié a congelar las
muestras a —20°C hasta el momento de realizar las mediciones. Las muestras
utilizadas en un proceso de estimacion de las desviacion tipica interdiaria
deben de permanecer estables durante los dias que dura el experimento. Este
estudio se hizo en magnitudes para las que se sabe que su periodo de
estabilidad a -20°C (39, 78) es superior al tiempo que han de estar
almacenadas. En la tabla 3.2. se recogen los periodos de estabilidad de las

muestras conservadas a —20°C .

Los materiales de control fueron analizados previamente a las mezclas de
sueros y el resultado obtenido en cada uno de ellos se compardé con su
intervalo de control. Como criterio de validacion de las series metrologicas se
ha usado la regla de las 2 desviaciones tipicas. La media y la desviacion tipica
aplicada a los materiales de controles han sido obtenidas en el propio
laboratorio. Una vez validada la serie de medida se procedi6é a realizar las
mediciones. Para ello se descongelaron las muestras, 7 para cada magnitud, a
temperatura ambiente y se homogeneizaron en un agitador procediéndose a
continuacion a su medicion. Las muestras fueron analizadas una vez al dia

durante 20 dias consecutivos.

63



Tabla 3.2. Periodo de estabilidad de las distintas magnitudes a —-20°C

Magnitud

Estabilidad a —20°C

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Bilirrubina; c.sust.
Srm—~Calcio(Il); c.sut.

Srm—Colesterol; c.sust.
Srm—Creatina-cinasa; c.cat.
Srm—Creatininio; c.sust.

Srm—Ferritina; c.masa(CRM 470)
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.
Srm—Fosfato; c.sust.

Srm—Glucosa; c.sust.

Srm—Hierro; c.sust.

Srm—Ion potasio; c.sust.

Srm—Ion sodio; c.sust.

Srm—Proteina ; c.masa
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.
Srm—Triyodotironina; c.sust.
Srm—Triglicérido; c.sust.

Srm—Urato; c.sust.

Srm—~Urea; c.sust.

3 meses

12 semanas
6 meses

8 meses

3 meses

4 semanas
3 meses

1 ano

2 meses

1 ano

>4 meses
Varios anos
1 ano

1 ano

Anos

3 meses

3 meses

3 meses
Anos

6 meses

1 ano

Tras realizarse las mediciones se investigo la presencia de posibles resultados
aberrantes obtenidos mediante la prueba estadistica de Dixon (79). Una vez
identificados estos valores se procedio a su eliminacion y con el resto se calculo

la desviacion tipica y variancia experimental. La desviacion tipica ha sido

calculada de la siguiente manera (30):
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s=VXZ(xi- 02 /n-1

donde x es el resultado de una medicion, x la media del conjunto de las
mediciones y n el niumero de mediciones a partir de las cuales se calcula la

desviacion tipica.

De esta manera se ha calculado la imprecision interdiaria a unos valores
determinados de la magnitud. Sin embargo para poder asignar la
incertidumbre metrologica a cualquier valor del mensurando es necesario
disenar un modelo que permita asignar a cada resultado su incertidumbre
metrologica asociada. Para conseguir este objetivo es necesario establecer que
relacion existe entre las dos variables definidas, es decir entre la concentracion
del componente medido y la desviacion tipica o variancia interdiaria estimada a
esa concentracion. Se desea en definitiva saber cual es la funcion matematica

que mejor se ajusta a los puntos definidos por ambas variables.

Cualquier relacion matematica entre dos variables puede ser siempre definida
como una funcion general y = f{x) siendo en el caso que nos afecta x1a variable
independiente la concentracion del componente en estudio, e y la variable
dependiente la desviacion tipica o la variancia correspondiente a la imprecision
interdiaria. Las relaciones matematicas entre dos variables pueden adoptar
multiples formas bajo esta definicion general y = f(x), siendo la mas sencilla la

linea recta definida por la ecuacion y = a+ bx.

Para hallar cual es la funcion que relaciona dos variables es necesario aplicar
una prueba estadistica de regresion, que en el caso mas sencillo de una linea
recta se puede hacer mediante una regresion lineal simple basada en un ajuste
de minimos cuadrados. No obstante existen otros modelos de regresion
curvilineales que también pueden ser aplicados. En un estudio de regresion
suele ser conveniente dibujar en primer lugar los diversos puntos definidos por

ambas variables o el polinomio resultante de la unién de dichos puntos. Esta
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representacion puede proporcionar una primera informacion de cual es el tipo
de relacion que existe entre ambas variables. El uso de programas estadisticos
que incorporan diversos procedimientos de regresion curvilineal puede facilitar

también la labor de estima de cual es la mejor funcion de ajuste.

En este trabajo se ha utilizado el programa desarrollado por Sadler y
colaboradores (80-82) Variance Function Program Version 2.0, basado en el
método de maxima similitud condicional aproximada, para estimar la funciéon
que relaciona a ambas variables. Es un programa que esta disefiado
especificamente para facilitar la introduccion y manejo de datos para la
estimacion y dibujo de la relacion entre la variancia metroléogica de un
procedimiento y el valor al que se ha estimado la variancia. La funcion
estimada por este programa esta en todos los casos basada en la funcion de
tres parametros su? = (PB1 + B2.c)l, siendo su 2 la variancia correspondiente a la
imprecision interdiaria, ¢ la concentracion de la magnitud y 1, B2y j los
parametros que definen la funcion. La funciéon de tres parametros tiene
multiples aplicaciones, pero la que interesa en este trabajo es en el campo del
calculo de las funciones de variancia y los perfiles de imprecision de un
procedimiento. Este programa permite incorporar asimismo en las graficas los
intervalos de confianza y el grado de confianza deseado de la funcion estimada.
El tamano de estos intervalos de confianza es una medida indirecta de la
confianza que se puede tener en que la funcion de varianza estimada sea un
buen estimador de la verdadera relacion subyacente que existe entre ambas
variables. Una vez obtenida la funcion de relacion entre la concentracion y la
variancia es posible obtener también la grafica que las relaciona. También es
posible obtener las graficas que relacionan la concentracion y el coeficiente de
variacion y las que relacionan la concentracion y la desviacion tipica. Mediante
el uso de estas funciones que establecen la relacion entre la concentracion y la
variancia es posible asignar a cada resultado la incertidumbre causada por la

imprecision del procedimiento.

Como ya se ha comentado, en muchos laboratorios clinicos la estimacion de la
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incertidumbre tipica debida a la imprecision interdiaria se hace a partir de los
resultados del control interno de la calidad. Teniendo en cuenta datos previos
referentes al distinto comportamiento de las muestras (83) de control comercial
y la muestras sin aditivos, adicionalmente y con el fin de valorar la
conveniencia de utilizar los datos del control interno para establecer la
imprecision interdiaria de wun procedimiento, se ha estudiado la
intercambiabilidad de la imprecision interdiaria entre ambos tipos de
materiales para la diversas magnitudes estudiadas. Para ello se compararon,
usando la Fde Snedecor (34) con un nivel de significacion de 0,05, los pares de
variancias correspondientes a los resultados obtenidos con los materiales de

control y con las mezclas de suero de concentraciones similares.

3.3.3. Incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores

Una parte fundamental de la medicion de una magnitud es la calibracion del
procedimiento que permite transforma la senal que se mide en las unidades de
la magnitud. La calibracion requiere la existencia de un calibrador que posea
un valor especifico del mensurando. Para que una medida sea correcta el valor
del calibrador deberia ser trazable a una unidad del sistema internacional (40).
La trazabilidad es la propiedad del resultado de una medicion, o del valor de un
calibrador, de estar relacionado con un calibrador primario u otro material de
referencia. Esta relacion se establece a través de una cadena ininterrumpida de

calibraciones, cada una con una incertidumbre asociada.

La Organizacion Internacional de Normalizacion (40) define material de
referencia como aquel material o sustancia del que una o mas magnitudes son
lo suficientemente homogéneas y bien establecidas como para ser utilizadas en
la calibracion de instrumentos, en la evaluacion de procedimientos o en la
atribucion de valores a otros materiales. Se pueden distinguir en principio dos
tipos de materiales de referencia:

-Materiales de referencia primarios: son aquellos materiales homogéneos,
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estables de los que se han determinado experimentalmente una o mas
propiedades fisicas o quimica con una incertidumbre bien definida. Los valores
de estas propiedades se determinan con procedimientos que poseen un error
sistematico nulo bien con varios procedimientos independientes de gran
exactitud.

-Materiales de referencia secundarios son soluciones de sustancias puras en
agua, solventes organicos o sistemas biologicos complejos que se pueden
preparar en el laboratorio o adquirir comercialmente y que se emplean en la

calibracion de los procedimientos analiticos.

En el campo del laboratorio clinico a menudo es dificil obtener calibradores que
sean trazable a un material de referencia primarios ya que estos han de estar
relacionados con la unidad de la magnitud, para lo que se debe contar con
métodos de medida lo mas absolutos posibles y se debe disponer de la
sustancia que se mide en un elevado grado de pureza. En el caso de los
materiales de referencia certificados el organismo suministrador proporciona
un valor de la incertidumbre asociada a su valoracion y un valor de factor de
cobertura k que generalmente es 2 (se asume una distribucion normal con un

grado de confianza del 95%)).

En el caso de un calibrador fabricado en el propio laboratorio, del cual se
posee informacion sobre su procedimiento de fabricacion, para la estimacion de
la incertidumbre asociada a la valoracion de los mismos se debe tener en
cuenta las incertidumbres de los distintos procesos relacionados con el proceso
de fabricacion del calibrador: del establecimiento de las masas molares de la
sustancia, de la pesada de la sustancia, de la pureza de la sustancia, del

volumen de la disolucion, etc.

En aquellos casos en los que los calibradores son suministrados por un
fabricante es deseable que éste ofrezca siempre informacion sobre los
siguientes aspectos:

- Sobre la trazabilidad que posee el material de calibracién con respecto a los
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posibles materiales de referencia existentes.
- Sobre como se realiz6 la valoracion del material de calibracion.

- Sobre cual es la incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores.

Asi si el fabricante informa de la incertidumbre tipica relativa asociada a la
valoracion del calibrador uge cal, Si se supone que el valor de este componente
de incertidumbre es dependiente del valor del mensurando y si se supone
también que esta incertidumbre relativa es constante en todo el intervalo de
concentraciones aplicable, para estimar el efecto de esta incertidumbre sobre
un valor particular de una medicién, ucal, S0lo es necesario multiplicar el valor

obtenido en la medicion, x;, por la incertidumbre tipica relativa:

U Cal= URel Cal. Xi

En el caso de que los calibradores posean trazabilidad respecto a un material
de referencia certificado del Sistema Internacional, si se posee la incertidumbre
asociada a la valoracion este material de referencia, para saber cual es la
incertidumbre total asociada a la valoracion de los calibradores seria necesario
conocer dos componentes de incertidumbre:

- La incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores (patron
secundario) respecto al material de referencia (patron primario), uges sec

- La incertidumbre asociada a la propia valoracion del material de referencia
(patron primario) uRref pri -

Para calcular la incertidumbre asociada a la valoraciéon de este tipo de
calibradores se tiene que combinar las incertidumbres tipicas asociadas a estos
dos componentes:

UcCal = (uRef sec 2+ URef pri 2)0’5

Se supone, por otro lado, que en los casos estudiados no hay falta de
intercambiabilidad de los calibradores con las muestras séricas en las que se

hacen las mediciones y que por tanto no es un componente de incertidumbre a
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tener en cuenta. En el caso de que se sospechase que existe una falta de
intercambiabilidad de los calibradores, ésta deberia incluirse en el estudio de la

incertidumbre.

El estudio de la incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores se
ha hecho mediante una evaluacion de tipo B en la que se ha utilizado los datos

aportados por el fabricante de los calibradores.

Por tanto se solicité al fabricante de los calibradores la informacion de la
incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores siguientes:
Calibrador CFAS, calibrador CFAS proteinas, calibradores alto, bajo y
Compensador de iones, calibrador TSH, calibrador FT4 CalSet, calibrador T3
CalSet. De todos estos calibradores poseen trazabilidad respecto a un material
de referencia internacional los siguientes:

El Calibrador TSH posee trazabilidad respecto al segundo calibrador de
referencia IRP 80/558 de la Organizacion Mundial de la Salud.

El Calibrador CFAS proteinas posee trazabilidad respecto al material de
referencia CRM 470.

En estos casos se deberia incluir también, por tanto, la incertidumbre asociada

a la valoracion de estos materiales de referencia.

3.3.4. Incertidumbre asociada a las magnitudes influyentes

Una interferencia analitica es el error sistematico producido, por un
componente distinto al que se quiere medir, en un procedimiento de medida. La
cuantia de la interferencia depende frecuentemente de la concentracion de la
sustancia interferente y algunas veces de la concentracion de la sustancia a
medir (1). Las muestras en las que se realizan las mediciones en el laboratorio
clinico son muestras complejas que contienen un gran numero de
componentes, alguno de los cuales es posible que generen una interferencia.

En general teniendo en cuenta las caracteristicas de los sistemas de medida
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que habitualmente son empleados en los laboratorios clinicos los estudios de
interferencias deberian ser realizados por las empresas fabricantes de los
reactivos o de los analizadores. Los usuarios solo deberian estudiar las
interferencias de procedimientos en los que se ha producido una modificacion
sustancial del mismo. En general no se deben considerar como sustancia
interferente a aquellos compuestos que teniendo en cuenta sus propiedades
fisicas o quimicas no se sospeche que pueden interferir en un procedimiento de

medida.

Por todo esto para evaluar la incertidumbre asociada a las magnitudes
influyentes se ha tenido en cuenta la informacion incluida en los equipos de
reactivos. El criterio que establece el fabricante para aceptar que una magnitud
influyente no produce interferencia es en todos los casos que la posible
magnitud interferente endogena no altere el valor del mensurando en = 10 %.
En principio el fabricante estudio el posible efecto de tres de las magnitudes
interferentes endogenas que mas frecuentemente afectan a los procedimientos
de medida del laboratorio clinico: la concentracion de bilirrubina, la
concentracion de hemoglobina y la concentracion de triglicérido. Ademas se
estudio en determinadas magnitudes el efecto particular que producen otros

constituyentes sospechosos de producir interferencias en estos procedimientos.

3.3.5. Calculo de la incertidumbre tipica combinada y de la incertidumbre

expandida

A continuacion se ha procedido al calculo de la incertidumbre tipica combinada
uc. asociada a los resultados, que ha sido obtenida a partir de las
incertidumbres de los diversos componentes individuales de incertidumbre
estudiados. Teniendo en cuenta el modelo de funcion usado para el
procedimiento, el valor numérico de su incertidumbre combinada es igual a la
raiz cuadrada positiva de la suma de las variancias de los componentes

individuales de incertidumbre. Para su calculo se ha tenido en cuenta las
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incertidumbres correspondientes a los componentes de la fase premetrologica,
metrologica, de la valoracion de los calibradores y de la debida a las

magnitudes influyentes:

Uc = (upm? + um? + ucai® + Unt?)%°

Finalmente se ha calculado la incertidumbre expandida U multiplicando la

incertidumbre tipica combinada u: por un factor de cobertura k:

U=k uc

para elegir un valor del factor k se ha supuesto que la distribucion de valores
es aproximadamente normal de manera que para k=2 se obtiene un intervalo
con un grado de confianza de aproximadamente el 95% y para k=3 se obtiene
un intervalo con un grado de confianza de aproximadamente un 99%. En este
trabajo se ha utilizado un valor de k=2 y por tanto un intervalo de confianza del

95%.
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4. Resultados

4.1. Resultados de los componentes individuales de la incertidumbre evaluados

A continuacion se exponen los resultados correspondientes a los componentes
de la incertidumbre que han sido evaluados en este trabajo, que son el
producido por la variabilidad premetrologica y el producido por la variabilidad
metrologica, para los que se ha utilizado una evaluacion de tipo A, y el
relacionado con la valoracion de los calibradores y el producido por las

magnitudes influyentes para los que se ha utilizado una evaluacion de tipo B.

4.1.1. Resultados de la incertidumbre debida a la variabilidad premetrologica

Para el calculo de la incertidumbre tipica debida a la variabilidad
premetrologica se ha estimado previamente la variancia global sg2? del
experimento realizado. La variancia global es la suma de la variancia
metrologica intraserial ocurrida durante el mismo y de la premetrologica. De
esta manera los resultados de la incertidumbre debido a la variabilidad
premetrologica del procedimiento expresados como variancia premetrologica,
sem?, fueron obtenidos al restar a la variancia global la variancia
correspondiente a la variabilidad metrologica intraserial sp2. Para ello la
variancia metrologica intraserial ha sido calculada a partir de las diferencias
entre las mediciones repetidas de la magnitud en una de las muestras
extraidas en cada paciente. Los resultados de los coeficientes de variacion
metrologico intraserial y premetrologico y de la variancia premetrologica se

muestran en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1.Valores medios de las muestras usadas para el estudio de la incertidumbre premetrologica, coeficientes de variacion metrolégico

intraserial y premetrolégico y variancia premetrolégica

Magnitud Concentracion CVip (%) CVpum (%) Spm?
Media

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat. 0,450 ukat/L 3,2 1,4 0,00004
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat. 0,350 ukat/L 2,3 3,4 0,0001
Srm—Bilirrubina; c.sust. 9,3 umol/L 3,2 4,2 0,1520
Srm—Calcio(Il); c.sut. 2,510 mmol/L 1,2 0,7 0,0003
Srm—Colesterol; c.sust. 5,75 mmol/L 1,9 1,2 0,0047
Srm—Creatina-cinasa; c.cat. 1,34 pkat/L 1,5 3,4 0,0021
Srm—Creatininio; c.sust. 88,6 umol /L 1,7 2,3 4,1400
Srm—Ferritina; c.masa(CRM 470) 110,80 pg/L 8,1 0,0 0,0000
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. 0,92 pkat/L 3,2 3,4 0,001

Srm—Fosfato; c.sust. 1,340 mmol/L 1,7 2,0 0,0007
Srm—Glucosa; c.sust. 5,20 mmol/L 2,1 3,2 0,0276
Srm—Hierro; c.sust. 19,6 pmol/L 2,1 0,0 0,0000
Srm—Ion potasio; c.sust. 4,30 mmol/L 0,9 3,1 0,0177
Srm—Ion sodio; c.sust. 141,7mmol/L 0,9 0,4 0,3212
Srm—Proteina ; c.masa 74,5 g/L 1,0 2,0 2,2209
Srm—Tirotropina; c.sust.arb. IRP 80/558) 2,000 mint.u/L 2,75 2,7 0,0022
Srm—Tiroxina libre; c.sust. 18,28 pmol/L 2,91 0,9 0,0250
Srm—Triglicérido; c.sust. 1,300 mmol/L 4,1 1,2 0,0002
Srm—Triyodotironina; c.sust. 1,850 nmol/L 3,83 0,6 0,0010
Srm—Urato; c.sust. 338,3 umol/L 1,5 0,8 7,3240
Srm—Urea; c.sust. 6,21 mmol/L 2,3 0,0 0,0000
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4.1.2. Resultados de la incertidumbre producida por la variabilidad metrolégica

Para el calculo de la incertidumbre producida por la variabilidad metrologica
se ha tenido en cuenta que para la mayoria de los procedimientos de medida
usados en el laboratorio clinico esta variabilidad tiene un comportamiento
heterocedastico. Por este motivo se ha estimado cual es la ecuacion matematica
que mejor define la relacion entre la concentracion del componente y la
variancia o el coeficiente de variacion correspondiente a su imprecision
interdiaria. Para ello en primer lugar se ha calculado la desviacion tipica debida
a la imprecision interdiaria a diversas concentraciones del componente,
concentraciones que abarcan el intervalo mas amplio posible de los
procedimientos estudiados. A continuacion se han introducido estos resultados
en la base de datos del programa estadistico Variance function program 2.0 y
se ha obtenido la funcién de la variancia (sm? = (B1+ B2 .X)’ ) correspondiente a
la imprecision interdiaria, que es aquella funcion de ajuste que relaciona dicha
variancia con la concentracion del componente, de manera que con esta
ecuacion se pueda asignar a cada resultado de una medicion la incertidumbre
producida por la imprecision interdiaria del procedimiento. En las tablas 4.2. a
4.8. se muestran los resultados de los coeficientes de variacion
correspondientes a la imprecision interdiaria para las distintas mezclas de
suero y controles junto a los valores de los parametros B1, B2 yj que definen las
funciones de variancia correspondientes a las distintas magnitudes. En las
graficas 4.1 a 4.21 se muestran las funciones de variancia y los perfiles de
imprecision, junto a sus intervalos de confianza del 95 %, correspondientes a

los procedimientos estudiados.
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Tabla 4.2. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control y parametros de la

funcién de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion CV (%) B1 B2 ]
Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat. [pkat/L] Mezcla 1 0,202 9,85 0,05257 0,08483 2,92684
Mezcla 2 0,846 5,43
Mezcla 3 1,106 6,39
Mezcla 4 1,540 4,79
Mezcla 5 2,659 5,10
Mezcla 6 2,932 5,64
Mezcla 7 3,669 6,92
Control 1 0,580 2,20
Control 2 1,700 1,10
Srm—Aspartato-aminotransferasa;c.cat. [ukat/L] Mezcla 1 0,516 4,07 -0,00569 0,02493 1,56405
Mezcla 2 1,051 4,49
Mezcla 3 1,468 4,86
Mezcla 4 2,061 3,70
Mezcla 5 2,730 4,51
Mezcla 6 3,656 3,88
Mezcla 7 4,364 3,93
Control 1 0,580 2,30
Control 2 3,330 1,00
Srm—Bilirrubina; c.sust. [umol/L] Mezcla 1 4,7 10,00 0,91428 0,00211 7,75985
Mezcla 2 29,5 4,28
Mezcla 3 83,5 1,56
Mezcla 4 119,7 1,39
Mezcla 5 198,2 1,38
Mezcla 6 265,3 1,89
Mezcla 7 331,8 1,92
Control 1 16,1 1,90
Control 2 87,2 1,00
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Tabla 4.3. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control y

parametros de la funcién de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion CV(%) B1 B2 j
Srm—Calcio(lI); c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 1,305 2,35 20,63292 -3,76992 -2,54090
Mezcla 2 1,549 2,03
Mezcla3 2,099 1,86
Mezcla 4 2,435 1,93
Mezcla 5 2,677 1,94
Mezcla6 3,115 1,86
Mezcla 7 3,600 2,36
Control 1 1,950 0,70
Control 2 3,020 0,70
Srm—Colesterol; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 1,19 2,35 0,13601 0,02183 3,95033
Mezcla2 3,01 1,43
Mezcla3 5,33 1,01
Mezcla 4 7,29 1,33
Mezcla5 9,39 1,34
Mezcla6 11,65 1,47
Mezcla7 13,86 1,25
Control 1 3,40 1,30
Control 2 16,04 1,50
Srm—Creatina-cinasa; c.cat. [pkat/L] Mezclal 2,41 2,62 -0,00974 0,00532 0,95387
Mezcla 2 4,24 2,97
Mezcla3 5,31 2,98
Mezcla 4 7,79 2,50
Mezcla 5 12,01 1,70
Mezcla 6 14,89 1,80
Mezcla 7 19,24 1,89
Control 1 3,04 0,90
Control 2 8,92 1,40

71



Tabla 4.4. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control

y parametros de la funciéon de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion CV(%) B1 B2 j
Srm—Creatininio; c.sust. [umol/L] Mezcla1l 44,5 3,62 1,16475 0,00975 2,41710
Mezcla2 90,0 2,77
Mezcla 3 124,6 2,51
Mezcla 4 180,9 2,14
Mezcla 5 307,0 1,51
Mezcla 6 592,4 1,71
Mezcla 7 900,0 1,88
Control 1 163,0 1,50
Control 2 512,0 1,20
Srm—Ferritina; c.masa (CRM470) [ug/L] Mezcla1l 21,27 9,47 1,32174 0,06833 1,39767
Mezcla 2 53,42 5,87
Mezcla3 89,11 4,48
Mezcla 4 136,74 4,12
Mezcla 5 215,10 3,03
Mezcla 6 326,50 2,54
Mezcla7 503,33 2,59
Control 1 61,40 8,90
Control 2 338,70 8,40
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. [ukat/L] Mezcla1l 1,01 3,05 0,00241 0,01205 1,62487
Mezcla2 3,01 2,82
Mezcla3 4,99 1,94
Mezcla 4 7,54 1,74
Mezcla 5 13,78 1,47
Mezcla 6 22,51 1,64
Mezcla 7 28,21 1,58
Control 1 1,34 4,50
Control 2 4,95 1,53
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Tabla 4.5. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control

y parametros de la funciéon de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion CV(%) B1 B2 J
Srm—~Fosfato; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 0,290 4,66 0,00053 -0,14999 0,53515
Mezcla2 0,619 3,20
Mezcla3 0,974 2,18
Mezcla 4 1,446 1,77
Mezcla 5 2,470 1,06
Mezcla 6 2,975 0,94
Mezcla 7 4,130 0,90
Control 1 0,820 1,40
Control 2 2,520 1,10
Srm—Glucosa; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 1,58 4,06 0,02770 0,02438 2,03308
Mezcla 2 4,43 2,73
Mezcla3 7,01 3,01
Mezcla 4 10,96 2,53
Mezcla 5 15,19 2,58
Mezcla 6 18,33 2,66
Mezcla 7 23,28 2,46
Control 1 4,57 1,50
Control 2 16,04 1,50
Srm—Hierro; c.sust. [pmol/L] Mezclal 5,8 5,85 0,08788 0,03453 1,75255
Mezcla2 9,3 4,67
Mezcla 3 13,3 4,75
Mezcla4 22,0 3,74
Mezcla5 29,0 3,84
Mezcla 6 35,2 3,39
Mezcla 7 41,7 3,59
Control 1 39,6 4,37
Control 2 12,1 4,59
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Tabla 4.6. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control

y parametros de la funciéon de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion CV(%) B1 Bo J
Srm—Ion potasio; c.sust. [mmol/L] Mezcla1l 3,39 1,24 0,00152 6,67048 -0,09487
Mezcla 2 4,04 0,87
Mezcla3 4,54 0,81
Mezcla4 5,04 0,69
Mezcla 5 5,56 0,59
Mezcla 6 6,00 0,75
Mezcla7 6,67 0,84
Control 1 3,66 1,16
Control 2 6,25 0,84
Srm—Ion sodio; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 130,0 0,61 1,64564 -0,00450 -8,97575
Mezcla 2 133,9 0,63
Mezcla 3 137,0 0,55
Mezcla 4 138,7 0,65
Mezcla 5 141,4 0,69
Mezcla 6  145,7 0,77
Mezcla 7 154,3 0,79
Control 1 121,8 0,92
Control 2 142,7 0,93
Srm—Proteina; c.masa [g/L] Mezcla1l 40,3 1,44 0,73692 0,00305 7,85637
Mezcla 2 53,0 1,26
Mezcla3 59,2 1,06
Mezcla 4 73,2 1,00
Mezcla 5 81,7 1,30
Mezcla 6 91,7 1,27
Mezcla7 119,9 1,16
Control 1 40,8 1,30
Control 2 60,3 1,10
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Tabla 4.7. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control y parametros

de la funcién de variancia.

Magnitud Muestras

Concentracion CV(%)

B1 B2 J

Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP80/558) [mint.u/L] Mezcla 1
Mezcla 2
Mezcla 3
Mezcla 4
Mezcla 5
Mezcla 6
Mezcla 7
Control 1
Srm—Tiroxina libre; c.sust. [pmol/L] Mezcla 1
Mezcla 2
Mezcla 3
Mezcla 4
Mezcla 5
Mezcla 6
Mezcla 7
Control 1
Control 2
Srm—Triglicérido; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1
Mezcla 2
Mezcla 3
Mezcla 4
Mezcla 5
Mezcla 6
Mezcla 7
Control 1
Control 2

0,414
1,426
3,360
8,101
11,660
23,970
53,700
8,500
4,88
15,92
25,07
32,04
49,51
70,67
91,19
20,00
36,00
1,150
2,230
3,260
4,330
5,850
6,950
7,750
1,280
2,760

6,76
7,50
6,96
7,33
7,35
7,67
8,45
7,00
5,96
4,33
5,38
4,45
5,36
4,66
6,60
3,90
4,70
1,81
0,99
1,54
1,66
1,91
1,90
2,49
1,50
1,60

0,00153 0,07611 2,08785

0,22585 0,03599 2,71051

0,33576 0,04267 8,29040
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Tabla 4.8. Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control

y parametros de la funciéon de variancia.

Magnitud Muestras Concentracion

Ccv

B1 B2 J

Srm—Triyodotironina; c.sust. [nmol/L] Mezcla 1 0,667
Mezcla 2 1,637
Mezcla 3 2,508
Mezcla 4 4,345
Mezcla 5 5,410
Mezcla 6 7,514
Mezcla 7 9,262
Control 1 2,200
Control 2 6,100

Srm—~Urato c.sust. [pmol/L] Mezcla 1 108,4
Mezcla 2 205,2
Mezcla 3 259,1
Mezcla 4 418,3
Mezcla 5 469,4
Mezcla 6 562,1
Mezcla 7 634,2
Control 1 288,0
Control 2 668,0

Srm—~Urea; c.sust. [mmol/L] Mezcla 1 1,70
Mezcla 2 6,17
Mezcla 3 15,43
Mezcla 4 22,91
Mezcla 5 31,73
Mezcla 6 44,70
Mezcla 7 49,03
Control 1 6,20
Control 2 17,70

18,14 1,80206 -0,06121 -7,15382

9,47
7,16
5,11
4,58
4,21
5,31
6,30
3,10
2,78
2,57
2,80
2,33
2,26
2,52
2,87
3,70
2,72
6,59
3,37
2,24
2,45
2,81
2,66
2,69
2,40
1,40

0,92300 0,01520 2,37630

0,18021 0,02152 2,83076
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En las tablas 4.9 y 4.10 se muestran los valores medios y coeficientes de
variacion observados en las mezclas de suero y materiales de control de
parecido valor y la probabilidad de rechazar correctamente la hipotesis nula,
de intercambiabilidad entre los resultados de imprecision, con la prueba

estadistica F de Snedecor (a0 = 0.05) (34)
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Tabla 4.9.Valores medios y coeficientes de variacion observados en las mezclas de suero y materiales de
control de parecida concentracion y probabilidad de rechazar correctamente la hipétesis nula

(intercambiabilidad) con la prueba F de Snedecor (o = 0.05).

Magnitud Mezclas Valor CV Materialde  Valor CV  F-Snedecor
de suero medio (%) control medio (%)

Srm—Alanina-aminotrasferasa; c.cat. 1 0,85 5,4 1 0,58 2,2 P<0,01

2 1,54 4,8 2 1,70 1,1 P < 0,01
Srm—Aspartato-aminotrasferasa;c. cat. 1 0,52 4.1 1 0,58 2,3 NS

2 3,65 3,9 2 3,33 1,0 P<0,01
Srm—ABilirrubina; c.sust. 1 29,5 4,3 1 16,1 1,9 P < 0,01

2 119,7 1,4 2 87,2 1,0 P<0,01
Srm—Calcio(II); c.sust 1 2,10 1,9 1 1,95 0,7 P<0,01

2 3,12 1,9 2 3,02 0,7 P<0,01
Srm—Colesterol; c.sust. 1 3,01 1,4 1 3,40 1,3 NS

2 13,86 1,25 2 16,04 1.5 NS
Srm—Creatina-cinasa; c.cat. 1 2,41 2,6 1 3,04 0,9 P<0,01

2 7,79 2,5 2 8,92 1,4 P<0,05
Srm—Creatininio; c.sust. 1 181 2,1 1 163 1,5 P < 0,05

2 592 1,7 2 512 1,2 P <0,01
Srm—TFerritina; c.masa(CRM 470) 1 53,4 5,9 1 61,4 8,9 P < 0,05

2 326,5 2,5 2 338,7 84 P<0,01
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. 1 1,01 3,1 1 1,34 4.5 NS

2 4,99 1,9 2 4,95 1,5 NS
Srm—Fosfato; c.sust. 1 0,97 2,2 1 0,82 1,4 NS

2 2,97 0,9 2 2,52 1,1 NS

NS = no significativo.
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Tabla 4.10.Valores medios y coeficientes de variacién observados en las mezclas de suero y materiales de
control de parecida concentracién y probabilidad de rechazar correctamente la hipétesis nula

(intercambiabilidad) con la prueba F de Snedecor (o = 0.05).

Magnitud Mezclas Valor CV  Material Valor CV F-Snedecor

de suero medio (%) decontrol medio (%)

Srm—Glucosa; c.sust. 1 4,43 2,7 1 4,57 1,5 P <0,05

2 15,19 2,6 2 16,04 1,5 P < 0,05
Srm—Hierro; c.sust. 1 41,7 3,6 1 39,60 44 NS

2 13,3 4,8 2 12,13 4,6 NS
Srm—Ion potasio; c.sust. 1 3,39 1,2 1 3,66 1,2 NS

2 6,00 0,7 2 6,25 0,8 NS
Srm—Ion sodio; c.sust. 1 130,0 0,6 1 121,8 1,2 P < 0,05

2 141,4 0,7 2 142,77 1,3 P < 0,05
Srm—Proteina; c.masa 1 40,3 1,4 1 40,8 1,3 P < 0,05

2 59,2 1,1 2 60,3 1,1 NS
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP80/558) 1 8,1 7,3 1 8,5 7,0 NS
Srm—Tiroxina libre; c.sust. 1 16 4,3 1 20 3,9 NS

2 32 4,5 2 36 4,7 NS
Srm—Triglicérido; c.sust. 1 2,23 1,0 1 1,28 1,5 NS

2 3,26 1,5 2 2,76 1,6 NS
Srm—Triyodotironina; c.sust. 1 2,5 5,1 1 2,2 6,3 NS

2 5,4 4,6 2 0,1 3,1 NS
Srm—~Urato; c.sust. 1 259,7 2,8 1 288,0 3,7 NS

2 634,5 29 2 668,1 2,7 NS
Srm—~Urea; c.sust. 1 6,2 3,4 1 6,2 2,4 NS

2 15,4 2,2 2 17,7 1,4 NS
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NS=no significativo.
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4.1.3. Resultados de la incertidumbre asociada a la valoracion de los

calibradores

Para la evaluacion de la incertidumbre asociada a la valoracion de los
calibradores se propuso utilizar una evaluacion de tipo B para la que se solicito

estos datos al fabricante de los calibradores.

El fabricante de los calibradores respondi6é de manera negativa a esta peticion
alegando que ésta era una informacion reservada y de uso interno de la
empresa, y por tanto no fue posible incorporar los resultados de la
incertidumbre en la valoracion de los calibradores al calculo de la

incertidumbre tipica combinada final.

4.1.4. Resultados de la incertidumbre asociada al efecto de las magnitudes

influyentes

Para la estimacion de la incertidumbre producida por las magnitudes
influyentes se ha utilizado la informacioén suministrada por el fabricante de los
reactivos. El fabricante de los equipos de reactivos informa del efecto de ciertas

magnitudes influyentes en los resultados obtenidos con sus procedimientos.

El criterio que usa el fabricante para decidir la significacion de la interferencia
es, para todas las magnitudes estudiadas, que el cambio producido por la
magnitud influyente sea superior a + 10 % del valor del mensurando. Por tanto
establece que si una magnitud influyente en concreto no produce interferencia
esto significa que la influencia sobre el mensurando no es superior a + 10 %.
Esta informacion se refiere al efecto que se puede producir cuando la magnitud
influyente esta en un intervalo de concentracion determinado. Los intervalos de
concentracion de las magnitudes interferentes estudiados junto al efecto que
producen en los resultados del mensurando aparecen recogidos en las Tablas

4.11. y 4.12.. Esto significa que, por ejemplo, para la medicion de la
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concentracion catalitica de alanina-aminotransferasa si la concentracion de
bilirrubina es inferior a 1026 pmol/L, la concentracion de hemoglobina inferior
a 3,0 g/L y la de triglicéridos inferior a 11,40 mmol/L, el efecto de cada una de

estas magnitudes sobre el mensurando es inferior a £10%.

Para estimar la incertidumbre asociada a las magnitudes influyentes es
necesario, cuando se usa esta clase de informacion, establecer el tipo de
distribucion que se le supone a estos datos. Aunque el criterio para decidir la
significacion de la interferencia se presenta como un intervalo simétrico + 10 %,
los cambios en el valor de un mensurando que puede producir una de estas
magnitudes en concreto estaran en el intervalo de [-10, 0%] o bien entre [O,
10%]. Como segun este criterio se establece que no existe interferencia es mas
probable que no actiie la magnitud influyente endogena que no el contrario y
por tanto el efecto de una posible magnitud influyente estara mas cerca de O
que de 10 o -10 %. En estos casos los errores que puede producir una
magnitud interferente siguen una distribucion triangular rectangulo por lo que
la estimacion de la incertidumbre tipica relativa correspondiente a una

magnitud interferente sera:

U rel inf = [(b —a)z/ 18]0’5

donde a y b son respectivamente los limites inferior y superior del intervalo, es
decir en este caso O y 10. El resultado obtenido con esta ecuacion es una
incertidumbre tipica relativa y por tanto se expresa en tanto por ciento. Por
tanto si se aplica esta incertidumbre tipica relativa a los distintos valores del
mesurando se esta considerando que el efecto interferente de las magnitudes
influyentes es de naturaleza multiplicativa, es decir que la interferencia es
proporcional a la concentracion del mensurando. De esta manera al multiplicar
la incertidumbre tipica relativa de una magnitud influyente por el valor del
mensurando se obtiene la incertidumbre tipica ocasionada por una magnitud
influyente. Si finalmente se multiplica este resultado por el numero de

magnitudes influyentes sospechosas se obtiene la incertidumbre tipica
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combinada de todas las magnitudes influyentes estudiadas:

UInt = [TL . (U. rel int . xi)2]0’5

umt : incertidumbre tipica debida a todas las magnitudes influyentes estudiadas
n: niumero de magnitudes influyentes

U relint ¢ incertidumbre relativa de cada una de las magnitudes influyentes estudiadas

X; : concentracion del mensurando

Teniendo en cuenta todo esto, si se sustituye a y b por sus valores la ecuacion
correspondiente a la incertidumbre tipica relativa de una magnitud interferente

queda:

Urelint = [(10 —0)2 /18]%5 = 2,4 (%)

Este resultado corresponde como se ha dicho a la incertidumbre tipica relativa
producida por una magnitud influyente y se expresa en tanto por ciento. Si se
multiplica este valor por la concentracion del mensurando x se obtiene la
incertidumbre tipica ocasionada por una magnitud influyente a una
concentracion determinada. Como actiian varias magnitudes influyentes la
incertidumbre tipica combinada correspondiente a todas las magnitudes

influyentes estudiadas sera:

Ut = [N . (Urelinf . X)2]%°=[n. (0,024 . x)2]9:>

x;: concentracion del mensurando

n: nimero de magnitudes influyentes estudiadas
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Tabla 4.11. Sustancias interferentes, intervalo de concentraciones de dichas

sustancias y efecto sobre el mensurando

Magnitud Sustancias Intervalo de Efecto de la
interferentes concentracione interferencia
S
Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat. Bilirrubina < 1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <3,0g/L < 10%
Triglicérido <11,4 mmol/L < 10%
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat. Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina No valorado Interfiere
Triglicérido <11,4 mmol/L < 10%
Srm—Bilirrubina; c.sust. Hemoglobina <3,5g/L <* 10%
Triglicérido <5,7 mmol/L < 10%
Srm—Calcio(Il); c.sust. Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <10,0 g/L < 10%
Triglicérido <22,8 mmolL <% 10%
Srm—Colesterol; c.sust. Bilirrubina <427 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <7,0g/L <t 10%
Triglicérido <28,5 mmol/L < 10%
Srm—Creatina-cinasa; c.cat. Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <2,0 g/L <% 10%
Triglicérido <22,8 mmol/L <t 10%
Srm—Creatininio; c.sust. Bilirrubina <171 pmol/L < 10%
Hemoglobina <7,5g/L <* 10%
Triglicérido <22,8 mmol/L <t 10%
Srm—TFerritina; c.masa (CRM 470) Bilirrubina <1026 pmol/L <t 10%
Hemoglobina <5,0 g/L < 10%
Triglicérido <17,1 mmol/L < 10%
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <10,0 g/L <t 10%
Triglicérido <22,8 mmol/L <t 10%
Srm—Fosfato; c.sust Bilirrubina <1060 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <3,0g/L <% 10%
Triglicérido <28,5 mmol/L <t 10%
Srm—Glucosa; c.sust. Bilirrubina <615 pmol/L < 10%
Hemoglobina <8,5g/L <+ 10%
Triglicérido <4,9 mmol/L <x 10%
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Tabla 4.12. Sustancias interferentes, intervalo de concentraciones de dichas

sustancias y efecto sobre el mensurando

Magnitud Sustancia Intervalo de Efecto de la
interferente concentraciones interferencia
Srm—Hierro; c.sust. Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <8,0 g/L <x 10%
Triglicérido <22,8 mmol/L <t 10%
Srm—Ion potasio; c.sust. Bilirrubina No disponibles No
disponibles
Hemoglobina No disponibles No
disponibles
Triglicérido No disponibles No
disponibles
Srm—Ion sodio; c.sust. Bilirrubina No disponibles No
disponibles
Hemoglobina No disponibles No
disponibles
Triglicérido No disponibles No
disponibles
Srm—Proteina ; c.masa Bilirrubina <1231 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <8,0 g/L <+ 10%
Triglicérido <28,5 mmol/L <t 10%
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP80/558) Bilirrubina <701 pmol/L <t 10%
Biotina <60 pg/L <z 10%
Hemoglobina <10,0 g/L <+ 10%
Triglicérido <17,1 mmol/L <£10%
Srm—Tiroxina libre; c.sust. Bilirrubina <701 pmol/L <x 10%
Biotina <100 pg/L <z 10%
Hemoglobina <20,0 g/L <+ 10%
Triglicérido <22,8 mmol/L <% 10%
Srm—Triglicérido; c.sust. Bilirrubina <462 pmol/L <t 10%
Hemoglobina <6,0 g/L <+ 10%
Srm—Triyodotironina; c.sust. Bilirrubina <598 pmol/L <+ 10%
Biotina <20 pg/L <+ 10%
Hemoglobina <20,0 g/L < 10%
Triglicérido <20,5 mmol/L < 10%
Srm—~Urato; c.sust. Bilirrubina <683 pmol/L <* 10%
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Hemoglobina <10 g/L <t 10%

Triglicérido 22,8 mmol/L <t 10%

Srm—Urea; c.sust. Bilirrubina <1026 pmol/L <+ 10%
Hemoglobina <10 g/L <* 10%

Triglicérido <22,8 mmol/L <t 10%
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4.2. Resultados de la incertidumbre tipica combinada

A continuacion se ha calculado la incertidumbre tipica combinada, uc, y la
incertidumbre expandida, U, a partir de los componentes individuales de la
incertidumbre estimados anteriormente. La incertidumbre tipica combinada
calculada a partir de los resultados de los componentes premetrologico,
metrologico y del producido por las magnitudes influyentes es la raiz cuadrada
positiva de la suma de las variancias correspondientes a estos componentes

individuales:

Uc= (upm? + um? + Unf?)%>

Asi por ejemplo si se quiere calcular la incertidumbre tipica combinada para la
concentracion catalitica de alanina-aminotransferasa a una concentracion
determinada xi se debe sustituir en la ecuacion uc= (upm? + um? + umne?)%° los
componentes individuales de la incertidumbre por su valor a dicha
concentracion. En el caso de la incertidumbre premetrologica se ha supuesto
que este componente de la incertidumbre no cambia con la concentracion del
mensurando y por tanto upm? tiene un valor constante en la ecuacion
independientemente de cual sea la concentracion del componente medido y
s6lo es necesario sustituir upm? por el valor correspondiente que aparece en la
Tabla 4.1 de resultados. En el caso de la incertidumbre tipica metrologica su
valor proviene de sustituir en la ecuacion de ajuste de la variancia metrolégica
correspondiente a esta magnitud, um? = (0,05257+ 0,08483.x;)2-92684  la
concentracion x; del componente por su valor particular x; de tal manera que
para la concentracion catalitica de alanina-aminotransferasa sera um? =
(0,05257+ 0,08483.x1)2:92684, En el caso de la incertidumbre asociada a las
magnitudes influyentes su valor proviene de multiplicar la incertidumbre tipica
relativa de las magnitudes influyentes por el valor particular de la magnitud x;.
y por el numero de magnitudes influyentes, n. De esta manera la incertidumbre

tipica combinada queda como sigue:
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u:=(0,00004 + (0,05257+ 0,08483.x1)2:92684+ [3 . (0,024 . x1)2])0:5

Por tanto la incertidumbre tipica combinada para las diversas magnitudes

estudiadas queda como aparece en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13. Incertidumbre tipica combinada de los diversos procedimientos

Magnitud

Incertidumbre tipica combinada

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat
Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.
Srm—Bilirrubina; c.sust.
Srm—Calcio(II); c.sust..

Srm—Colesterol; c.sust.

Srm—Creatina-cinasa; c.cat.

Srm—Creatininio; c.sust.
Srm—Ferritina; c.masa(CRM470)
Srm—Fosfato; c.sust.
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat.
Srm—Glucosa; c.sust.
Srm—Hierro; c.sust.

Srm—TIon potasio; c.sust.
Srm—Ion sodio; c.sust.
Srm—Proteina; c.masa
Srm—Tirotropina; c.sust.arb.(IRP 80/558)
Srm—Tiroxina libre; c.sust.
Srm—Triglicérido; c.sust.
Srm—Triyodotironina; c.sust.
Srm—Urato; c.sust.

Srm—Urea; c.sust.

uc=(0,00004+ (0,05257 + 0,08483. x;)2:92684 +[3 . (0,024
u.=(0,0001 + (-0,00569 + 0,02493. x;)1,56405+[2 . (0,024
u.=(0,152 + (0,91428 + 0,00211. x)7.75985 +[2 . (0,024

u.=(0,0003 + (20,63292 - 3,76992. x;)-2:540%0 +[3 (0,024
uc=(0,0047 + (0,13601 + 0,02183. x;)3-95033 + [3 . (0,024
uc=(0,0021 + (-0,00974 + 0,00532. x;)0-95387 + [3 .(0,02

_xi)z])o,s

uc=(4,140 + (1,16475 + 0,00975. x)%41710 + [3 . (0,024
u.=(0,000 + (1,32174 + 0,06833. x;)139767 + [3 . (0,024
u.=(0,0007 + (0,00053 + 0,14999. x;)0:53515 + [3 . (0,024

u:=(0,001 + (0,00241 + 0,01205. x)1.62487 +[3 . (0,024

uc=(0,0276 + (0,02770 + 0,024 38. x;)2.03308 +[3 . (0,024 .

u.=(0,000 + (0,08788 + 0,03453. x;)1.75255 + [3 . (0,024
u:=(0,0177 + (0,00152 + 6,67048. x)-0.09487)0,5
u=(0,3212 + (1,64564 - 0,00450. x)897575)0,5

u.=(2,2209 + (0,73692 + 0,00305. x;)7-85637 + [3 . (0,024

1:=(0,0022 + (0,00153 + 0,07611. x)208785 + [4 . (0,024 .

u:=(0,025 + (0,22585 + 0,03599. x)2.71051 +[4 . (0,024

u.=(0,0002 + (0,33576 + 0,04267. x)8:29040 + [2 (0,024 .

uc =(0,001 + (1,80206 - 0,06121. x;)-7-15382 +[4 . (0,024

u.=(7,324 + (0,92300 + 0,01520. x)237630+ [3 . (0,024 .

u:=(0,000 + (0,18021 + 0,02152. x)2:83076 +[3 . (0,024 .

- %)2])0°
- x)7])0°

o
- %)2)08
- x)2])%5

4

- x)2])%3
- x)2])0-°
)0
- %)2])%5
x)2])%5

- %)2])0-°

- %)7])0-°
x)2])5
x)os
<1
- %)2])%3

x)2])0-5

x)2])0-5

xi = concentracion del componente
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4.3. Informe de los resultados de la incertidumbre tipica combinada y de la

incertidumbre expandida

Los organismos internacionales de normalizacion recomiendan informar la
incertidumbre de los resultados de pacientes obtenidos en el laboratorio clinico.
En este ambito esto se puede hacer por medio de la incertidumbre tipica

combinada o bien mediante la incertidumbre expandida.

4.3.1. Informe de la incertidumbre tipica combinada

Cuando se informa la incertidumbre tipica combinada ésta se debe expresar de

la siguiente manera:

Nombre de la magnitud: concentracion del componente (unidades) con una

incertidumbre tipica combinada de u.(unidades)

Asi que, por ejemplo, tomando los resultados de la incertidumbre tipica
combinada contenidos en la Tabla 4.12. el informe de la incertidumbre para un
resultado particular xi1 para la concentracion de alanina-aminotransferasa

deberia hacerse de la siguiente manera:

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.: x; pkat/L con una incertidumbre tipica

de u.=(0,00004+ (0,05257 + 0,08483.x1)2:92684 +[3 . (0,024 . x1)2] )%Sukat/L

4.3.2. Informe de la incertidumbre tipica expandida
Cuando la incertidumbre se informa como incertidumbre tipica expandida, U,

ésta se obtiene al multiplicar la incertidumbre tipica combinada u. por el factor

de cobertura k elegido, que en este trabajo ha sido de 2 y que corresponde a un
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intervalo de confianza de aproximadamente 0,95. La incertidumbre expandida

se debe expresar de la siguiente forma:

(Nombre de la magnitud): (x = U) (unidades)
donde x unidades es el resultado del sistema de medida y U unidades la

incertidumbre expandida multiplicada por 2 como factor de cobertura.

De acuerdo con esto los resultados de la incertidumbre expandida, para un
resultado particular xi;, de la concentracion catalitica de alanina-

aminotransferasa debe ser informada de la siguiente forma:

Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.= (x; + 2 (0,00004+ (0,05257 + 0,08483.
x1)2:92684) + [3 . (0,024 . x1)2])9:5> ukat/L

donde x1 pkat/L es el resultado del sistema de medida y 2 (0,00004+ (0,05257

+ 0,08483.x1)2:92684) + [3 . (0,024 . x1)2])9:> pkat/L la incertidumbre expandida

multiplicada por 2 como factor de cobertura.
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5.Discusion

Cuando se mide una magnitud biolégica los resultados obtenidos pueden
contener errores sistematicos y aleatorios que producidos en diferentes partes
del proceso de medida dan lugar al error de medida. La existencia de este error
de medida hace que se produzca una duda, incertidumbre, sobre cual es el
valor verdadero de la magnitud medida. Teniendo en cuenta este hecho,
diversos organismos internacionales de normalizacion han desarrollado el
concepto de incertidumbre de medida y creado un cuerpo de documentos
sobre la incertidumbre asociada a los resultados de los procedimientos de
medida (1, 2, 7). En estos documentos se aportan entre otras informaciones,
las definiciones sobre los conceptos basicos relacionados con la incertidumbre,

sus formas de estimarla y como expresarla.

Uno de los objetivos de estos documentos es el difundir la importancia que
tiene el conocimiento y la informacion de la incertidumbre asociada a los
resultados de medida, recomendando que todo resultado de medida vaya
acompanado de una informacion que refleje la incertidumbre asociada a su
medicion. En el ambito del laboratorio clinico se considera que éste deberia
poder suministrar la informacion sobre la incertidumbre de un resultado ya
que de hecho desde el punto de vista metrologico un resultado no esta

completo si no esta acompanado de la incertidumbre correspondiente.

A pesar de la labor desarrollada por estos organismos en estos ultimos anos, la
estimacion e informe de la incertidumbre asociada a los resultados de las
mediciones son practicas que no se realizan todavia, habitualmente, en el
laboratorio clinico. Existen diversos motivos que pueden originar este hecho.
Por un lado esta el desconocimiento o la falta de valoracion por parte del
personal perteneciente a los laboratorios clinicos de la importancia que conlleva
el conocimiento de la incertidumbre de un resultado. En general este personal
si que conoce y valora la existencia de diversas caracteristicas metrologicas

inherentes al procedimiento de medida como son la imprecision, el error
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sistematico, el limite de deteccion, las interferencias, etc. Estas caracteristicas
estan fundamentalmente relacionadas con la fase metrologica del
procedimiento de medida y si bien cada una de ellas puede ofrecer una
informacion parcial sobre la incertidumbre metrologica del procedimiento de
medida, no son utilizadas con el fin expreso de estimar cual es la
incertidumbre relacionado con los resultados obtenidos con ese procedimiento.
Otro motivo que podria explicar esta situacion es la relativa complejidad de los
trabajos para estimar la incertidumbre, especialmente la asociada a la
valoracion de los calibradores o al efecto de las magnitudes influyentes. La
identificacion de los principales componentes de incertidumbre que afectan a
un procedimiento, la eleccion de cuales son los experimentos adecuados para
estimarlos, las fuentes de informacion que se pueden wutilizar o el
establecimiento de un modelo de funcion adecuado a las distintos componentes
de incertidumbre significativos son procesos que requieren un notable esfuerzo
para su realizacion, especialmente si la evaluacion esta basada en la repeticion
de mediciones, motivo que también puede contribuir a este hecho. Por otro lado
seria necesario valorar el posible rechazo que se podria suscitar entre los
meédicos destinatarios de los resultados de las mediciones a la recepcion de
resultados informados no como un Unico valor sino como un intervalo de

valores posibles.

El objetivo de este trabajo es establecer un modelo general que facilite la
estimacion de la incertidumbre asociada a los resultados obtenidos en el
laboratorio clinico y no hace referencia al posible uso que se pueda dar a esta
informacion. No obstante existen ya estudios (84) en los que se usa esta
informacion para valorar la utilidad de determinados valores discriminantes o
entidades nosoloégicas y que anticipa cual puede ser la utilidad de esta

informacion.
Independientemente de cuales sean las causas de esta situacion es necesario

hacer un esfuerzo para transmitir la importancia que tiene el conocimiento e

informe de la incertidumbre asociada a un resultado.
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La finalidad de los dos tipos de estimacion existentes de la incertidumbre, el A
y el B, es el mismo y no existe ninguna diferencia en la naturaleza de los
componentes resultantes en ambas estimaciones. Ambos tipos de evaluaciones
estan basadas en distribuciones de probabilidad y los componentes de
incertidumbre resultantes en cada uno de estas evaluaciones estan
cuantificados como desviaciones tipicas o variancias. Como ya se ha explicado
el proceso basico para la estimacion de la incertidumbre de un procedimiento
es en primer lugar especificar cual es la magnitud objeto de medicion
estableciendo la funcion que la relacione con las magnitudes intermedias y
parametros de las que depende. No obstante, frecuentemente, la dificultad de
establecer de manera exacta esta funcion hace que ésta no se enuncie de
manera explicita. En estos casos la especificacion se hace usualmente en forma
de diferentes componentes o partes del procedimiento a los que se puede
asignar una incertidumbre. A continuacion se tienen que cuantificar los
componentes de incertidumbre identificados valorando cuales de estos
componentes son significativos y pueden ser estimados de forma conjunta, y
por ultimo esta el calculo de la incertidumbre combinada total teniendo en
cuenta las relaciones establecidas por el modelo de funcion especificado de la

magnitud objeto de medicion.

Para conseguir estos objetivos es necesario que una vez que se tiene el listado
de los posibles componentes de incertidumbre se estudie de forma critica dicho
listado. Con este estudio basado en la experiencia y conocimiento de cada
magnitud y procedimiento en cuestion se obtiene informacion acerca de la
importancia de cada componente de incertidumbre y se identifican cuales son
aquellos componentes que es posible evaluar de manera conjunta. También se
debe valorar que tipo de evaluacion, A o B, se debe usar para estimar
determinado componente de incertidumbre de acuerdo con los recursos de
tiempo y medios disponibles o con la informacion compatible con el
procedimiento de que se dispone. Es necesario tener en cuenta en este

momento la dificultad que puede entranar la estimacion de la incertidumbre
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asociada al resultado de una magnitud. La tendencia actual en el laboratorio
clinico es a la incorporacion de nuevas magnitudes con valor para el
diagnostico, pronoéstico o seguimiento de enfermedades ya conocidas o de
nueva aparicion o conocimiento. Este hecho complica aun mas, si cabe, la
dificultad de conocer la incertidumbre asociada a los resultados obtenidos con
los diversos procedimientos que se miden en un laboratorio. Por tanto la gran
cantidad de procedimientos que se usan en un laboratorio clinico, los distintos
pasos que configuran cada uno de estos procedimientos, la diversidad de
analizadores en que estan incorporados o la variedad de procedimientos
manuales que se tienen, son puntos que se deben tener en cuenta previamente
cuando se plantea realizar cualquier estudio de la incertidumbre. De esta
manera es posible que en determinados procedimientos sea necesario estudiar
componentes de la incertidumbre que no es necesario estudiar en otros y asi
por ejemplo la incertidumbre asociada a la estabilidad de las magnitudes puede
ser un componente de incertidumbre incluido dentro de la fase premetrologica
que en algunos casos sera necesario estudiar. En otros casos sera necesario
descartar el estudio de ciertos componentes de incertidumbre ante la
imposibilidad de acceder a la informacion necesaria para ello o simplemente
porque la informacion que aportan en determinadas circunstancias no se
considera relevante. Por tanto la evaluacion de la incertidumbre de un
procedimiento de medida, ya sea ésta una evaluacion de tipo A o B, no debe ser
nunca un trabajo rutinario, siendo necesario analizar cada procedimiento de
manera particular para establecer cuales son las caracteristicas que lo definen
y los medios o la informacion de que se va a disponer para el estudio de la

incertidumbre.

La ISO (2) ha establecido la metodologia para la estimacion de la
incertidumbre. Esta metodologia es por si misma una ayuda para conocer de
manera pormenorizada los procedimientos de medida desde el momento en que
ello es necesario para estimar la incertidumbre asociada a todas las
magnitudes y parametros de las que depende. No obstante la simple

observacion de los ejemplos anexos a la Guia para la expresion de la
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incertidumbre en las mediciones (2) muestra que el modelo que propone, en el
que se identifica y estima la incertidumbre de cada una de las magnitudes y
parametros asociados, esta orientado fundamentalmente a la estimacion de la
incertidumbre en magnitudes fisicas y es de dificil aplicacion a las magnitudes
medidas en el laboratorio clinico. Uno de los puntos basicos para conseguir
solucionar este problema y poder establecer un modelo sencillo y general para
estimar la incertidumbre de los resultados es especificar el modelo de funciéon
en base a las distintas partes del procedimiento cada una asociada a su

incertidumbre tipica.

En este trabajo el modelo de funcion aplicado ha sido un modelo aditivo que
supone que el resultado de una medicion es igual al resultado observado en la
medicion mas una serie de constantes de correccion debidas a los efectos
producidos por la toma de la muestra, la calibracion y la producida por la

interferencias:

y = Cobst Cte pm + Cte cal +Cte inf

como el concepto de incertidumbre de medida se aplica Unicamente a
resultados de medida sin error sistematico o bien a resultados de medida
corregidos, del resultado observado se han eliminado todos los posibles errores
sistematicos y por tanto el valor de estas constantes de correccion es igual a
cero, pero sin embargo el valor de sus incertidumbres es distinto de 0. E1 uso
de un modelo aditivo facilita, por otra parte la combinacion de los distintos
componentes de incertidumbre, especialmente si estos no estan
correlacionados, ya que la expresion de la incertidumbre tipica combinada, uc,

derivada de este modelo se  simplifica siendo del tipo:

Ue = Uy) = (ulxa)>+ ule)*+ ...+ ulx:)?)®°

donde u(xn) es la incertidumbre tipica de cada uno de los componentes

individuales de incertidumbre en que se ha dividido el procedimiento, de
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manera que en este caso esta ecuaciéon quedaria:

Uc = (um 2+ upm 2 + ucal® + wnt?)0>

es decir que la incertidumbre tipica combinada seria la raiz cuadrada de la
suma de los cuadrados de las incertidumbres de los componentes metrologico,
premetrologico, del asociado a la valoracion de los calibradores y del producido

por las magnitudes influyentes.

Este modelo se puede aplicar de manera general a la mayoria de los
procedimientos del laboratorio clinico una vez estimado cada uno de los
componentes individuales siendo su calculo sencillo y no necesitando del apoyo

de herramientas estadisticas complejas.

Es posible, no obstante, que en determinados procedimientos sea necesario

evaluar otros componentes de incertidumbre.

Debido a la naturaleza multiplicativa que poseen algunos de estos
componentes de incertidumbre se ha propuesto (85) el uso de un modelo de

tipo multiplicativo en el que el resultado de una medicion se especifica como

sigue:

Y =Cobs. fpr. fca -fnf

Es decir que el resultado seria igual a la concentracion observada multiplicada
por una serie de factores debidos a los procesos de toma de muestras,
calibracion y los producidos por las interferencias. Como el concepto de
incertidumbre de medida se aplica Gnicamente a resultados de medida sin
error sistematico o cuyos errores sistematicos ya han sido corregidos en el
factor Cobs, los demas factores deberian de ser 1, pero sin embargo sus
incertidumbres seran generalmente distintas de 0. es decir que partiendo de los

mismos o similares componentes de incertidumbre la magnitud se especifica
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como un conjunto de factores multiplicativos.

De esta manera y como ya se ha mencionado en un modelo el que solo existen
multiplicaciones o divisiones su incertidumbre combinada quedaria de la

siguiente forma:

Ucrel. = U(Y)/Y = ([uba)/ xa ]2+ [ube)/ x2 ]2+ ...t [ulxn)/ Xa] 2)0°

es decir que en un modelo multiplicativo se estima la incertidumbre
combinada relativa a partir de la combinacion de las incertidumbres tipicas

relativas.

Ambos modelos pueden ser validos para la estimacion de la incertidumbre,
basandose en general en parecidos componentes individuales y diferenciandose
unicamente en la forma de combinar dichos componentes. La justificacion del
uso de un modelo u otro se basa en cual es la naturaleza de cada componente
de incertidumbre y varia con el valor del mensurando. El uso de un modelo
multiplicativo se basa en la suposicion de que determinados componentes de
incertidumbre son multiplicativos en su naturaleza, es decir que el valor de su
incertidumbre es proporcional a su concentracion. No obstante el uso de un
modelo aditivo, para combinar los distintos componentes de incertidumbre,
como el usado en este trabajo permite tener en cuenta también este fendmeno

cuando se produzca.

5.1. Incertidumbre premetrologica

Aunque se acepta que las variaciones que se producen en los factores que
forman parte de la fase premetrologica pueden afectar a los resultados de las
mediciones se considera habitualmente que la adecuada normalizacion de
estos factores puede hacer despreciable estas fuentes de variacion. Sin

embargo la completa normalizacion de los procesos que forman parte de esta
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fase es un objetivo complejo dificil de conseguir. Para conseguir esta
normalizacion es necesario tener en cuenta las caracteristicas particulares de
cada magnitud y procedimiento en cuestion mediante un analisis
pormenorizado de cuales son los componentes de incertidumbre significativos
dentro de esta fase. Pero incluso si se tiene normalizado adecuadamente todo el
proceso premetrologico no es posible asegurar que la incertidumbre producida

durante esta fase sea despreciable.

El objetivo de la normalizacion de las condiciones de preparacion, extraccion y
tratamiento de la muestra es evitar la aparicion de errores sistematicos
indeseables. Estos errores si bien son de naturaleza sistematica para cada
muestra considerada individualmente, tomados de forma conjunta en el
analisis dia a dia se manifiestan de manera aleatoria y por tanto la estimacion
de su variancia permite la cuantificacion de la incertidumbre producida por los

mismos.

En una evaluacion de la incertidumbre premetrologica se debe tener en cuenta
todo el conjunto de actividades realizadas desde la obtencion de la muestra de
sangre, u otra muestra, hasta que la misma esta lista para la medicion. Estos
procesos incluyen la toma de las muestras, el efecto de los aditivos, las
condiciones de almacenamiento y centrifugacion, etc. Una vez identificados
estos componentes de incertidumbre se deberian variar todos los factores de
los cuales se sabe que dependen los resultados para la estimacion de la

incertidumbre.

La incertidumbre producida durante la fase premetrolégica ha sido estimada en
este trabajo con una evaluacion de tipo A en la que el experimento utilizado ha
permitido evaluar de manera conjunta el componente premetrologico de
incertidumbre debido a algunos de los factores que tienen una mayor
influencia sobre el mismo: la toma de la muestra en diferentes brazos, la
extraccion a cargo de diferentes personas y la realizacion del resto de

manipulaciones premetrologicas diferidas en el tiempo.
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En el caso de que en un estudio de incertidumbre se evaliuen de manera
conjunta varias magnitudes, es posible y conveniente para facilitar la
evaluacion de la incertidumbre premetrologica agrupar aquellas magnitudes
que poseen iguales condiciones premetrologicas. Es decir cuando un conjunto
de magnitudes estudiadas compartan los procesos que forman parte de esta
fase como son las condiciones de preparacion del paciente, el proceso de
extraccion de la muestra, o el uso del mismo tipo de muestra se puede
simplificar la evaluacion usando la misma muestra para la estimacion conjunta
de la incertidumbre en dichas magnitudes. Como las magnitudes que forman
parte de este estudio cumplen estos requisitos para simplificar este trabajo, se
ha realizado la estimacion de la incertidumbre de forma conjunta para todas
las magnitudes. Existen sin embargo muchas magnitudes, no incluidas en este
estudio, que tienen condiciones premetrologicas particulares referentes a la
preparacion del paciente, toma de la muestra, conservacion o tipo de muestra

que impedirian la realizacion de este estudio de forma conjunta.

En la tabla 4.1 de resultados aparecen aquellos correspondientes al estudio de
incertidumbre de la fase premetrologica expresados como coeficientes de
variacion premetrologicos, CVpu. En ella se observa que solo para los
procedimientos de medida de la concentracion de ferritina, hierro y urea el
coeficiente de variacion premetrologico es cero. Para 8 de las 21 magnitudes
estudiadas el coeficiente de variacion debido a la fase premetrologica es mayor
oigual a 2 %. Para 9 de ellas el coeficiente de variacion premetrologico es igual
o superior al coeficiente de variacion correspondiente a la imprecision
intradiaria, CVip, observado en este mismo experimento. Por tanto se observa
que para muchas de las magnitudes que se miden en el laboratorio clinico la
incertidumbre premetrolégica no es despreciable y que en ciertos casos la
variabilidad producida por la incertidumbre premetrologica es superior a la
producida por la imprecision intradiaria. Estos resultados demuestran que la
variancia premetrologica spm? deberia ser tenida en cuenta a la hora del calculo

de la incertidumbre combinada total de un procedimiento.
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No obstante cuando se usa la variancia premetrologica estimada de esta
manera para el calculo de incertidumbre combinada se plantea una duda. El
estudio de la incertidumbre premetrolégica se ha hecho como ha sucedido en
este trabajo en voluntarios sanos y como consecuencia de ello su valor ha sido
estimado en muestras cuyas concentraciones estan dentro del intervalo de
referencia de las magnitudes estudiadas. A pesar de ello, y teniendo en cuenta
el modelo de funcion usado en este trabajo, los resultados de la variancia
premetrologica estimada a dicha concentracion se han usado para el calculo de
la incertidumbre combinada final independientemente de cual es el valor de la
magnitud, es decir que en este caso se ha asumido que los resultados de la
incertidumbre premetrolégica no varian con el valor de la magnitud. Sin
embargo con los datos obtenidos no es posible asegurar que este fenomeno se
produzca y que la variancia premetrologica sea la misma a otra concentracion
de la magnitud. Por tanto no se conoce si la variancia correspondiente a la
incertidumbre premetrolégica varia con la concentracion de la magnitud, es
decir si al igual que la variancia metrolégica posee heterocedasticidad y si por
tanto es correcto aplicar un valor de incertidumbre premetrologica estimado a
una concentracion determinada para el calculo de la incertidumbre combinada
a otra concentracion. A pesar de este desconocimiento si que se tiene
informacion de que existen determinados procesos como son los fenomenos de
degradacion del componente que afectan a su estabilidad en la muestra que
son dependientes de la concentracion (86) y que por tanto inducen a pensar
que la incertidumbre asociada a estos procesos es dependiente de la
concentracion. Por esto tal vez fuese mas conveniente el uso de un modelo de
informacion de la incertidumbre premetrologica basado en la incertidumbre
tipica relativa. No obstante el uso de un coeficiente de variacion como
incertidumbre relativa, que sea aplicable a todo un intervalo de valores implica
la suposicion de que éste es el mismo en todo el intervalo en el que se aplicay
como se vera en el caso de la incertidumbre metrologica esto no tiene por que
ser cierto. La asuncion de un comportamiento heterocedastico, ya sea este

correspondiente a la variabilidad metrologica o a la premetrologica, no implica
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que el coeficiente de variacion correspondiente a la incertidumbre relativa sea
constante en el intervalo estudiado. Una aproximaciéon mas correcta, si se
confirmase un comportamiento heterocedastico en la incertidumbre
premetrologica, seria establecer un sistema de informacion similar al que se ha
utilizado en este trabajo para estimar incertidumbre metrolégica. Logicamente
el esfuerzo que requeriria realizar una estimacion de este tipo se deberia

valorar de acuerdo a la informacion suplementaria que aporte.

5.2.Incertidumbre metrologica

La incertidumbre producida durante la fase metrologica ha sido estimada en
este trabajo con una evaluacion de tipo A calculando la imprecision interdiaria
de cada procedimiento de medida. Debido a la existencia del fenomeno de la
heterocedasticidad para conocer cual es la incertidumbre de la fase metrologica
a distintos valor de la magnitud se ha estimado la imprecision interdiaria de
cada procedimiento a diversos valores de la magnitud y se ha obtenido la
grafica y funcion matematica que relaciona el valor del mensurando y la
variancia, denominada funcién de variancia. También se ha obtenido la
relacion grafica entre el valor del mensurando y el coeficiente de variacion,

denominada perfil de imprecision.

Para obtener estas funciones matematicas y graficas se ha usado el programa
desarrollado por Sadler et al. Variance function programme 2.0. Se ha elegido
este programa estadistico ademas de por su facil manejo, porque se ha
desarrollado de manera especifica para la estimacion de variancias y demas
estadisticos relacionados con la imprecision. Este programa permite calcular
simultaneamente las ecuaciones y graficas que definen la relacion entre la
concentracion de la magnitud y el valor de la variancia (funcion de variancia) y
la grafica del perfil de imprecision. También ofrece la posibilidad de incorporar
a las graficas un intervalo de confianza del 95 %. Este intervalo de confianza

define un limite inferior y otro superior alrededor de la funcion en cuestion. Si
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se asume que la formula matematica de la funcion de variancia es un modelo
razonable para los datos, el tamano del intervalo de confianza puede ser un
indicativo indirecto de la confianza que se puede tener de que la funcion de

variancia haya estimado la verdadera relacion subyacente.

Los resultados de este estudio muestran que para las funciones de variancia
solo se encuentran puntos fuera de sus correspondientes intervalos de
confianza en el caso de la concentracion de bilirrubina, el punto 2
correspondiente a una concentracion media de 29,5 ymol/L, y en el caso de la
concentracion de triglicérido, el punto 2 correspondiente a una concentracion
de 2,23 mmol/L. Si estos intervalos de confianza fuesen utilizados como un
criterio de la bondad del ajuste se podria establecer que los resultados
demuestran que excepto para los dos procedimientos mencionados el ajuste ha
sido correcto y que en estos intervalos se encuentra con un 95% de

probabilidad la verdadera variancia subyacente.

Si se analiza los resultados correspondientes a la funcion de variancia, graficas
principales 1-21, se observa que la variancia aumenta en todos los casos
cuando aumenta el valor de la magnitud. Es decir, que si se usa la variancia
como el estadistico para definir la imprecision del procedimiento se confirma

que todos los procedimientos de medida estudiados poseen heterocedasticidad.

Sin embargo si se analizan los resultados correspondientes al perfil de
imprecision, graficas superpuestas 1-21 , el comportamiento es distinto segin
cual sea el procedimiento estudiado. Por un lado existen algunos
procedimientos que muestran coeficientes de variacion aproximadamente
constantes a lo largo de todo el intervalo de concentraciones estudiado.
Presentan un perfil de imprecision de este tipo los siguientes procedimientos:
concentracion de aspartato-aminotransferasa, calcio, colesterol, glucosa,
hierro, ion potasio, ion sodio, proteina, tirotropina, tiroxina libre, triglicérido y

urato.
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Por otro lado existen otros procedimientos de medida en los que el coeficiente
de variacion muestra un comportamiento diferente a lo largo del intervalo de
medida estudiado. Estos procedimientos tienen un primer intervalo de
concentraciones en el cual el coeficiente de variacion disminuye cuando
aumenta el valor de la magnitud, generalmente este intervalo de
concentraciones coincide con la parte inferior del intervalo de medida del
procedimiento. A continuacion se encuentra otro intervalo de concentraciones
en el cual el coeficiente de variacion se mantiene aproximadamente constante.
Presentan un perfil de imprecision de este tipo los siguientes procedimientos:
concentracion de alanina-aminotransferasa, bilirrubina, creatininio, fosfatasa

alcalina, triyodotironina y urea

Por ultimo existen otros procedimientos de medida que presentan coeficientes
de variacion que varian a lo largo de todo el intervalo de concentraciones
estudiado. En estos casos el coeficiente de variacion disminuye cuando
aumenta el valor de la magnitud en el caso de los procedimientos para medir
las concentraciones de creatina-cinasa y ferritina, mientras que el coeficiente

de variaciéon aumenta en el caso de la concentracion de fosfato.

Desde un punto de vista practico es util diferenciar entre aquellos
procedimientos en los que el coeficiente de variacion, su incertidumbre tipica
relativa, se mantiene constante en todo el intervalo de medida estudiado y
aquellos en los que el coeficiente de variacion varia con el valor de la magnitud.
La importancia de este hecho radica en que si el coeficiente de variacion se
mantiene constante para un procedimiento en un intervalo de concentraciones
determinado se puede utilizar este coeficiente como la incertidumbre relativa
metrologica del mismo en todo este intervalo y posteriormente usar este valor
para el calculo de la incertidumbre combinada. Sin embargo como se ha visto
en este trabajo éste no es el caso de la mayoria de los procedimientos usados
en el laboratorio clinico y el uso de un modelo de informacion como el utilizado
en este trabajo permite recoger de manera pormenorizada las especiales

caracteristicas de imprecision de cada procedimiento en particular.
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Es habitual en el laboratorio clinico que la estimacion de la incertidumbre
tipica debida a la imprecision interdiaria se haga a partir de los resultados del
control interno de la calidad, asumiendo que la imprecision obtenida a partir de
mediciones realizadas usando materiales de control comerciales es la misma

que la que se observaria usando muestras séricas sin aditivos.

Los resultados del estudio de comparacion contenidos en las Tablas 4.9. y
4.10. (87) muestran que los materiales de control usados en este estudio fueron
intercambiables con los sueros para las mediciones de la concentracion de
colesterol, fosfatasa alcalina, fosfato, hierro, ion potasio, tirotropina, tiroxina
libre, triglicérido, triyodotironina, urato y urea. Sin embargo estos materiales
de control no fueron intercambiables con el suero para la medicion de la
concentracion de alanina-aminotransferasa, bilirrubina, calcio, creatina-
cinasa, creatininio, ferritina, glucosa e ion sodio. En el caso de la concentracion
de aspartato-aminotransferasa y proteina la intercambiabilidad depende de la
concentracion del mensurando. Cuando existe este tipo de falta de
intercambiabilidad, en general, la imprecision interdiaria es menor en los
materiales de control. Estos resultados son similares a los obtenidos en otro
estudio (83) teniendo en cuenta las magnitudes incluidas en ambos estudios:
concentraciones séricas de colesterol, glucosa y urea. Esta falta de
intercambiabilidad puede producir valores disminuidos en la estimacion de la
incertidumbre metrologica cuando ésta se hace a partir de materiales de

control comerciales.

5.3.Incertidumbre asociada a las magnitudes influyentes

La estimacion de la incertidumbre relacionada con las magnitudes influyentes
se ha hecho mediante una evaluacion de tipo B para la que se ha utilizado la
informacion ofrecida por el fabricante de reactivos. El fabricante ofrece
informacion sobre las magnitudes que mas habitualmente producen

interferencias en los procedimientos en cuestion.
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La informacion que ofrece el fabricante es que no existe interferencia,
interpretando esta inexistencia como un efecto inferior a 10 %, cuando las
magnitudes influyentes estan dentro de un intervalo determinado de
concentraciones. Este tanto por ciento se ha usado para la estimacion de la
incertidumbre relativa tras suponerse que existe una distribucion triangular
rectangulo para estos datos. En el caso de la concentracion de aspartato-
aminotransferasa se informa que la hemoélisis puede producir una interferencia
sobre los resultados sin especificar que concentracion de hemoglobina
determina que una muestra esta hemolizada y cual es el efecto de una

determinada concentracion de hemoglobina sobre el mensurando.

Esta manera de ofrecer la informacion sobre las interferencias es en si misma
una fuente de incertidumbre ya que no establece de manera clara cuando
existe un posible efecto interferente en que medida lo es y a partir de que

concentracion de la magnitud influyente existe dicha interferencia.

Debido a la escasa informacion que aporta el fabricante de reactivos en este
caso seria conveniente que la informacion aportada por el mismo sobre el efecto
de las magnitudes influyentes fuese mas completa. Diversos autores e
instituciones han propuesto diferentes disefios experimentales para el estudio
de las interferencias. Uno de los mas completos es el propuesto por Kroll y
colaboradores (88). En este diseno el componente sospechoso de producir la
interferencia se anade in vitro, a diversas concentraciones, a muestras con
diferentes concentraciones del mensurando. Tras el analisis de los datos se
puede determinar que magnitud influyente y a que concentraciones produce
determinado efecto sobre la magnitud objeto de medicion. Una vez establecido
este efecto se aplicaria su correspondiente distribucion de frecuencias a estos
datos con el fin de establecer la incertidumbre asociada a cada muestra

teniendo en cuenta la concentracion de estas sustancias interferentes.
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5.4.0tros componentes de incertidumbre no estudiados

5.4.1. Estabilidad de las magnitudes

Para todas las magnitudes que se han estudiado en este trabajo las mediciones
se realizan habitualmente (en el trabajo “de rutina”) inmediatamente después
de la obtencion de las muestras. Por tanto se ha considerado, si éste es el
procedimiento que se sigue habitualmente, que no es necesario estimar la
incertidumbre debida a la estabilidad de las magnitudes. Por el contrario en
caso de que las muestras se almacenasen durante un periodo de tiempo mas o
menos largo y a pesar de que el proceso de conservacion estuviese
adecuadamente normalizado para esta magnitud, este componente de
incertidumbre no se deberia despreciar sin haber sido estimado previamente y

se deberia incluir dentro del estudio del componente premetrologico.

No obstante es conveniente en este punto hacer un comentario respecto a la
estabilidad de las magnitudes. Si bien la estabilidad de las magnitudes no se
ha estudiado por la razéon expuesta, si que es un componente que ha podido
tener una influencia en los resultados de la incertidumbre producida por la
imprecision interdiaria estimados en este trabajo ya que las muestras que
forman parte de este estudio si que han sido conservadas durante un cierto
periodo de tiempo congeladas para realizar la evaluacion de la incertidumbre
debida a la imprecision interdiaria. Los efectos sistematicos que han podido
producirse durante este periodo de conservacion han podido tener una
influencia sobre su estabilidad y por tanto sobre los resultados de la evaluacion
de la incertidumbre debida a la imprecision interdiaria. Estos posible efectos no
ha sido estudiados en este trabajo, pero en principio, como ya se ha comentado
las magnitudes incluidas en el estudio son estables congeladas durante el

periodo que ha durado el experimento (Tabla 3.2).

5.4.2.Valoracion de los calibradores
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Como ya se ha comentado en la introduccion la incertidumbre relacionada con
la valoracion de los calibradores es uno de los componentes de incertidumbre
mas importantes en los procedimientos de medida relacionados con el
laboratorio clinico. Esta incertidumbre es debida a los errores sistematicos que
se producen en la valoracion de los calibradores y en el caso de los calibradores
liofilizados a los errores que ademas se producen en su reconstitucion. Estos
ultimos, en muchos casos, producen una incertidumbre que queda incluida en

la producida por la imprecision interdiaria.

En aquellos casos en los que los procedimientos de medida usan calibradores
que han sido preparados por el propio laboratorio, a partir por ejemplo de la
simple pesada y disolucion del componente objeto de medicion, la obtencion de
la incertidumbre asociada a la valoracion de estos calibradores seria simple si
se sabe cuales han sido los distintos pasos de este proceso de fabricacion y la
incertidumbre asociada a cada uno de estos pasos. En caso de que los
calibradores sean proporcionados por un fabricante el método mas sencillo es
solicitar la informacion a éste, o tomar la informacion suministrada por €l, para

evaluar este componente de incertidumbre.

La evaluacion de la incertidumbre asociada a la valoracion de los calibradores
era en principio uno de los objetivos de este trabajo, mediante una evaluacion
de tipo B basada en la informaciéon suministrada por el fabricante de los
calibradores. Sin embargo el fabricante respondio de manera negativa a esta
peticion alegando que ésta era una informacion reservada y de uso interno de
la empresa y por tanto no fue posible incorporar los resultados de la
incertidumbre en la valoracion de los calibradores al calculo de la

incertidumbre tipica combinada final.
La aplicacion de la directiva comunitaria sobre diagnostico in vitro (89) deberia

garantizar en un futuro proximo el acceso a la informacion de la incertidumbre

asociada a la valoracion de los calibradores.
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Como ya se ha comentado el concepto de incertidumbre de medida solo es
aplicable a resultados de medida sin error sistematico o a resultados de medida
corregidos. Cuando la veracidad del procedimiento de medida que se usa es la
misma que la del procedimiento de medida con el que se produjeron los valores
de referencia de la magnitud en estudio se puede admitir que a efectos

practicos el error sistematico es cero y no hace falta corregir los resultados.

Sino se cumple la premisa anterior pero se conoce el error sistematico actual y
el del periodo de produccion de los valores de referencia se han de dar los
resultados corregidos o bien se han de corregir los limites de referencia. Si no
se conoce la veracidad actual del procedimiento de medida o la veracidad
correspondiente al periodo en el que se produjeron los valores de referencia, la
fiabilidad de los resultados es muy baja y en estos casos estaria poco

justificado el esfuerzo que supone la estimacion de la incertidumbre.

Para las magnitudes incluidas en el estudio, en el Servei de Bioquimica Clinica
de la Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge son de produccion propia los
intervalos de referencia o valores discriminantes de aplicacion mundial (77)
correspondientes a todos los procedimientos estudiados excepto para la
concentracion de colesterol, ferritina y triglicéridos que tienen valores de
referencia de transferibilidad comprobada y la concentracion de glucosa cuyo
valor de referencia inferior es de produccion propia y el superior es el

recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (90).

5.4.3.Variabilidad biologica intraindividual

Los resultados de las mediciones efectuadas en pacientes estan asi mismo

sometidos a otra fuente de variacion: la originada por la variacion biologica

intraindividual (91), es decir por las variaciones que se observan en las

magnitudes biologicas en un individuo debido a las fluctuaciones fisiologicas
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ritmicas y aleatorias. Estas variaciones pueden ser consideradas como otra
fuente de incertidumbre, la incertidumbre biologica. Como aproximacion
general el valor de incertidumbre biologica, sg? ,aplicado a cada magnitud y
cada paciente puede ser calculado a partir del valor de la magnitud medido en
cada paciente x; y la mediana de todos los valores publicados de los coeficientes
de variacion correspondientes a la variacion biologica intraindividual de la

magnitud CVs.

ss2= (x. CVis/100)2

Estas medianas pueden ser calculadas a partir de algunas recopilaciones de

datos de variaciones biologicas (92-96).

En un estudio en el que se quisiera incluir este componente de incertidumbre
se? seria el valor del componente biologico de incertidumbre a sumar a los
demas componentes de incertidumbre estimados. De manera que si se suma
este componente biolégico al metrolégico, entendido éste como el
correspondiente a todo el procedimiento, se estaria estimando la denominada
incertidumbre biometrologica (97), usm?, del resultado que seria la raiz

cuadrada de la suma de las variancias correspondientes a estos componentes:

uBM2 = ( uBQ + uMQ)O,S

Aligual que con otros componentes de incertidumbre surge en este momento la
duda sobre si los valores de los coeficientes de variacion biologica
intraindividual CVg, obtenidos de esta manera a una concentracion fisiologica,
cambian si su valor es estimado a otras concentraciones de la magnitud. Es
decir si la variabilidad biologica posee heterocedasticidad o no y si por ejemplo

esta variabilidad es distinta en un estado de enfermedad.

No obstante si bien la incertidumbre debida a la variabilidad biolégica si que

afecta a la incertidumbre final del resultado de las mediciones de una
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magnitud biologica en un paciente, este componente de la incertidumbre no ha
sido estudiado en este trabajo ya que el objetivo del mismo es el estudio de la
incertidumbre asociada a las diversas partes que forman el procedimiento de

medida.

5.5.Dificultades que plantea el calculo de la incertidumbre y soluciones a

algunos de los problemas planteados

En este trabajo se han evaluado la incertidumbre producida por la variabilidad
premetrologica y la producida por la imprecision interdiaria del procedimiento
con una evaluacion de tipo A y la producida por las magnitudes influyentes
mediante una evaluacion de tipo B. La evaluacion de la incertidumbre
combinada final de un procedimiento de medida, especialmente si es una
evaluacion basada en la repeticion de mediciones, no es un proceso sencillo

entre otros por los siguientes motivos:

1.La incertidumbre asociada a la fase premetroléogica no deberia ser
considerada como despreciable aunque esta fase esté aparentemente bien
normalizada. Con un experimento como el realizado en este trabajo se puede
estimar la incertidumbre premetrolégica a una concentracion determinada. No
obstante subsiste la duda de si esta variabilidad premetrologica posee

heterocedasticidad y en caso de que la posea si puede ser estimada.

2.En la mayoria de los procedimientos de medida usados en el laboratorio
clinico el coeficiente de variacion metrologico varia con el valor del mensurando
debido al fenomeno de la heterocedasticidad. Este hecho debe ser tenido en

cuenta cuando se estima la incertidumbre.
3.Los resultados de imprecision obtenidos en los materiales de control no son

siempre intercambiables con los obtenidos en las muestras biolégicas sin

aditivos. En estos casos el uso de datos del control interno de calidad para
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establecer la incertidumbre metrologica puede suponer, generalmente, una

subestimacion de este componente de incertidumbre.

4 .Los fabricantes de reactivos no acostumbran a informar la incertidumbre

asociada a la valoracion de los calibradores.

5.La informacion que hacen los fabricantes de las posibles interferencias que se
producen en un procedimiento suelen ser frecuentemente limitadas y

ambiguas.

6.El numero creciente de magnitudes que se miden en el laboratorio clinico
hace que la realizacion de una evaluacion basada en la repeticion de
mediciones esté generalmente fuera del alcance de la mayoria de los

laboratorios clinicos.

Alguno de estos hechos producen que las evaluaciones de tipo A sean, para la
mayoria de los laboratorios clinicos, inviables desde un punto de vista
economico o practico. En estos casos el uso de una evaluacion de tipo B puede
ser una alternativa a las evaluaciones de tipo A. La informacion necesaria para
realizar una evaluacion de tipo B la incertidumbre esta, frecuentemente,

disponible en diversas formas al alcance del investigador.

Una de las fuentes de informacion que se puede utilizar para, mediante una
evaluacion de tipo B, estimar el componente metrologico de incertidumbre son
los programas de evaluacion externa de la calidad. La informacion
proporcionada por los programas de evaluacion externa de la calidad se ha
utilizado ya en otros campos de la metrologia, como es en el establecimiento de
objetivos metrologicos de calidad. Algunos autores proponen el uso de esta
informacion para establecer la incertidumbre metrologica de un procedimiento.
No obstante al igual que sucede cuando se usa se usa esta informacion para

establecer objetivos de calidad (98), es necesario actuar de manera prudente
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con los datos contenidos en estos programas debido a las distintas objeciones

que se han hecho a su uso.

En otros casos es posible hacer una evaluacion de tipo B de la incertidumbre
metrologica usando la informacion suministrada por las companias fabricantes
de reactivos o analizadores. El fabricante deberia ser consciente de la necesidad
de informar de la incertidumbre asociada a los distintas fases del
procedimiento y asi como generalmente se ofrece la informacion del intervalo de
referencia de una magnitud para un procedimiento o de otras caracteristicas
metrologicas del mismo, no se considera sin embargo necesario informar la
incertidumbre asociada a la fase metrologica, o a otras fases, de un
procedimiento de medida. Entre la informacion de las caracteristicas
metrologicas que se acostumbra a adjuntar suelen haber datos sobre la
inexactitud e imprecision del procedimiento. Habitualmente se ofrecen datos de
la imprecision intraserial e interdiaria del procedimiento a diversas
concentraciones del componente. Esta informacion puede haber sido obtenida
a partir de muestras procedentes de sueros humanos o de muestras de control.
El nuimero de muestras a las que se estima la imprecision es variable
dependiendo del fabricante y del procedimiento estudiado. En este punto se
debe senalar que no existe un numero de puntos minimo deseable establecido
para estimar una funcion de variancia pero si es obvio que cuantos mas valores
se tengan mejor estimador sera la funcion obtenida de la funcion de variancia
subyacente que representa la incertidumbre metrologica del procedimiento. Lo
que se plantea en este momento es no tanto la posibilidad de usar la
informacién sobre la imprecision que acompana a los reactivos para estimar la
incertidumbre metrolégica como la necesidad de que la incertidumbre debida a
la imprecision interdiaria del procedimiento y la de otros componentes de la
incertidumbre se informen de forma especifica. En este estudio se ha
demostrado que para la mayoria de los procedimientos no se debe asumir un
coeficiente de variacion constante para la imprecision interdiaria a lo largo de

todo el intervalo de medida, y por tanto la informacion de la incertidumbre
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debida a este componente de incertidumbre se debe hacer mediante una perfil

de imprecision que cubra todo el intervalo de medida del procedimiento.
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6.Conclusiones

De los resultados obtenidos con este trabajo se concluye que:

1-

El componente de incertidumbre correspondiente a la variabilidad
premetrologica generalmente no es despreciable a pesar de que todos los
procesos que forman parte de la fase premetrologica estén

aparentemente bien normalizados.

La imprecision interdiaria estimada con materiales de control no siempre
es la misma que la estimada con muestras de pacientes. Por tanto, el uso
de la informacion proveniente del control interno de la calidad para
estimar la incertidumbre tipica debida a la imprecision interdiaria solo se
debe hacer si estd comprobado que los materiales de control y las
muestras de pacientes son intercambiables en lo que respecta a la

imprecision interdiaria.

La variancia correspondiente a la imprecision interdiaria de los distintos
procedimientos estudiados tiene un comportamiento heterocedastico,
aumentado su valor a medida que lo hace la concentracion del
componente. Se debe tener en cuenta este hecho cuando se estima la
incertidumbre metrologica de wun procedimiento a diversas

concentraciones del componente.

El coeficiente de variacion correspondiente a la imprecision interdiaria
tiene un comportamiento variable dependiendo de cual sea el
procedimiento estudiado y no todos muestran un coeficiente de variacion
constante en el intervalo estudiado. El uso del coeficiente de variacion
como incertidumbre metrologica relativa aplicable a un intervalo de
concentraciones determinado so6lo se debe hacer en aquellos
procedimientos cuyo coeficiente de variacion sea constante en dicho

intervalo.
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5- Las interferencias tienen un potencial efecto sobre la incertidumbre de
una medicion que debe ser tenido en cuenta cuando se estima la

incertidumbre de un resultado.
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Grafica 4.1 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la alanina-

aminotransferasa
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Grafica 4.2 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la aspartato-

aminotransferasa
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Grafica 4.3 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la bilirrubina
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Grafica 4.4 Funcion de variancia y perfil de imprecision del calcio
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Grafica 4.5 Funcion de variancia y perfil de imprecision del colesterol
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Grafica 4.6 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la creatina-

cinasa
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Grafica 4.7 Funcion de variancia y perfil de imprecision del creatininio
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Grafica 4.8 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la ferritina
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Grafica 4.9 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la fosfatasa

alcalina
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Grafica 4.10 Funcion de variancia y perfil de imprecision del fosfato
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Grafica 4.11 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la glucosa
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Grafica 4.12 Funcion de variancia y perfil de imprecision del hierro
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Grafica 4.13 Funcion de variancia y perfil de imprecision del ion potasio
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Grafica 4.14 Funcion de variancia y perfil de imprecision del ion sodio
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Grafica 4.15 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la proteina
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Grafica 4.16 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la
tirotropina
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Grafica 4.17 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la tiroxina

libre
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Grafica 4.18 Funcion de variancia y perfil de imprecision del triglicérido
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Grafica 4.19 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la

tryodotironina
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Grafica 4.20 Funcion de variancia y perfil de imprecision del urato
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Grafica 4.21 Funcion de variancia y perfil de imprecision de la urea
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