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Resumen
· Al evaluar la precisión de un método es necesario evaluar la repetibilidad (dentro del ensayo) y la precisión total o dentro del laboratorio.
·  No es suficiente evaluar la repetibilidad en una sola ejecución.
•	El documento EP05-A2 del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) describe los protocolos para determinar la precisión de un método.1 La precisión de un método debe probarse al menos en dos niveles; cada ejecución debe realizarse por duplicado, con 2 ejecuciones por día durante 20 días.
El documento EP15-A2 del CLSI describe los protocolos que debe seguir el usuario para verificar las afirmaciones de precisión de un fabricante. Las afirmaciones de precisión de un fabricante deben probarse al menos en dos niveles, mediante la ejecución de 3 réplicas durante 5 días.2
· En el sitio web de Australasian Association for Clinical Biochemistry and Laboratory Medicine (AACB), hay disponible una hoja de cálculo para facilitar los cálculos descritos en este artículo.3

	
	



	Introducción
Parte del proceso de verificación o validación de un método para confirmar que es adecuado para su uso es una evaluación de precisión. Con esto nos referimos al grado de concordancia entre resultados independientes de mediciones obtenidas en condiciones estipuladas. Este valor está relacionado únicamente con el error aleatorio de las mediciones y no tiene relación con la veracidad ni la precisión.4
Hay algunas variaciones en la terminología utilizada, pero para los fines de este análisis, la repetibilidad, también conocida como precisión dentro de la ejecución, se define como el grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas obtenidas en condiciones idénticas. La reproducibilidad está en el otro extremo y se refiere al grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas obtenidas en condiciones modificadas (tiempo, operadores, calibradores, reactivos y laboratorio). A los efectos de este análisis, no se considerará la reproducibilidad, ya que involucra múltiples laboratorios. En lugar de ello, se evaluará la precisión total dentro de un laboratorio (precisión dentro del laboratorio).
Si bien el término “precisión” se relaciona con el concepto de variación alrededor de un valor central, lo que en realidad se mide es la imprecisión. En el caso de una distribución normal, la medida de imprecisión es la desviación estándar (SD). Alternativamente, se puede utilizar la varianza, que es simplemente el cuadrado de la SD.
	En general, en el laboratorio se asume que la variación asociada con el análisis repetido seguirá una distribución normal, también conocida como distribución de Laplace-Gauss o distribución gaussiana. Si esto es cierto, entonces utilizamos el principio de análisis de componentes de varianza:

donde “σ” es la SD y “σ2” la varianza.
Tenga en cuenta que algunos autores se refieren a la variación total solo como el componente entre ejecuciones, en lugar del componente combinado entre ejecuciones y dentro de las ejecuciones que se muestra arriba. Se debe tener cuidado para saber a qué término se hace referencia. El CLSI ahora utiliza el término “precisión dentro del laboratorio” para referirse a la precisión total dentro de la misma instalación utilizando el mismo equipo1 y este término se utilizará para referirse a este concepto a lo largo de este documento.
En un proceso de producción, como la medición de un analito en alguna matriz, la media (μ) y la SD (σ) no se conocen y solo se pueden estimar. Las estimaciones de “μ” y “σ” se denotan generalmente por “[image: ]” y “s” respectivamente. En el caso de las mediciones de “n”, tenemos:
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	· Debe haber al menos una muestra de control de calidad en cada ejecución. Si se utiliza material de control de calidad para la evaluación de la precisión, debe ser diferente del utilizado para el control del ensayo.
· Se debe cambiar el orden del análisis de los materiales de prueba y del control de calidad para cada ejecución o día.
· Para simular el funcionamiento real, incluya al menos 10 muestras de pacientes en cada ejecución.

	El coeficiente de variación (CV) se define de la siguiente manera:

	(3)
	

	Estimación de la precisión
Al evaluar la precisión de un ensayo, el enfoque trivial para estimar la repetibilidad para cualquier nivel dado es realizar 20 análisis replicados en una sola ejecución en un solo día. De manera similar, la precisión dentro del laboratorio se estima midiendo una muestra 20 veces durante varios días. Lamentablemente, este enfoque es insuficiente, ya que tiende a subestimar la repetibilidad, dado que es posible que las condiciones operativas vigentes en el momento no reflejen los parámetros operativos habituales.2
El CLSI recomienda un enfoque alternativo que se describe en los documentos EP05-A21 y EP15-A22. Los dos documentos tienen diferentes propósitos. El EP05-A2 debe utilizarse para validar un método frente a los requisitos del usuario y, generalmente, lo utilizan los proveedores de reactivos e instrumentos para demostrar la precisión de sus métodos. Por el contrario, el EP15-A2 tiene como objetivo verificar que el desempeño de un laboratorio sea coherente con las afirmaciones realizadas por el fabricante. Por lo tanto, un laboratorio puede optar por utilizar una evaluación basada en el documento EP15-A2 si está verificando un método en una plataforma automatizada utilizando los reactivos del fabricante. Sin embargo, en el caso de un método desarrollado internamente, se requiere un mayor nivel de prueba para validar el método, en cuyo caso, el documento EP05-A2 sería la guía adecuada a utilizar.
Se pueden utilizar diversos materiales para completar la evaluación con cualquiera de los protocolos. Estos incluyen muestras agrupadas de pacientes, material de control de calidad o material estándar comercial con valores conocidos. Al utilizar muestras de control de calidad, estas deben ser diferentes de las utilizadas para garantizar que el instrumento esté bajo control en el momento de la evaluación.
Como el período de evaluación es bastante corto, la SD total o la SD dentro del laboratorio derivada de estos experimentos, generalmente, no se debe utilizar para definir límites de aceptabilidad para el control de calidad interno. Para ello, se requiere una evaluación a más largo plazo.
Protocolos de evaluación
El protocolo EP05-A2 recomienda lo siguiente:
· La evaluación se realiza en al menos dos niveles, ya que la precisión puede variar según el rango analítico de un ensayo.
· Cada nivel se ejecuta por duplicado, con 2 ejecuciones por día durante 20 días, y cada ejecución separada por un mínimo de 2 horas.
	El protocolo EP15-A2 es similar, excepto que el experimento se realiza con 3 réplicas durante 5 días para al menos 2 niveles. Se remite al lector a los documentos del CLSI para obtener más detalles.1,2
Al realizar la evaluación, se deben evaluar los datos para detectar valores atípicos, que se consideran presentes si la diferencia absoluta entre réplicas excede 5,5 veces la SD determinada en la prueba de precisión preliminar. Si se encuentra un valor atípico, se debe rechazar el par, y se debe investigar y resolver la causa antes de repetir la ejecución. La cifra de 5,5 se deriva del valor del 99,9 % superior del rango normalizado para las diferencias entre dos poblaciones.
Estimación de la repetibilidad y la precisión dentro del laboratorio
El siguiente ejemplo se relaciona con la verificación del rendimiento del calcio según el documento EP15-A2 utilizando un protocolo de 5 días. Para los fines de este ejemplo, se muestran los resultados de un solo nivel (Tabla 1).
Tabla 1. Resultados de calcio para el nivel 1 (mmol/L).
	

	
	Ejecución/día
	Réplica 1
	Réplica 2
	Réplica 3
	

	
	1
	2,015
	2,013
	1,963
	

	
	2
	2,019
	2,002
	1,979
	

	
	3
	2,025
	1,959
	2,000
	

	
	4
	1,972
	1,95
	1,973
	

	
	5
	1,981
	1,956
	1,957
	

	
	Repetibilidad
La repetibilidad se estima utilizando la siguiente ecuación.
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	donde:
D = número total de días.
n = número total de réplicas por día.
xdr = resultado de la réplica “r” en el día “d”.
= promedio de todas las réplicas en el día “d”.




	El primer paso es calcular la media de las réplicas para cada día, luego, para cada resultado restar la media de ese día y elevar al cuadrado el valor resultante. Por ejemplo, el día 1 el promedio de los tres valores es (2,015 + 2,013 + 1,963)/3 = 1,997. La primera réplica del día 1 es 2,015, por lo que calculamos (2,015 – 1,997)2 = 0,00032.
En la Tabla 2, se muestran los resultados de cada uno de estos cálculos.
Tabla 2.
	Precisión dentro del laboratorio
Finalmente, podemos calcular la SD total o dentro del laboratorio (sl) utilizando la siguiente ecuación:

	
	
	(6)

	
	donde “n” es el número de réplicas por día.

	Media por día
	(R1: media)2
	(R2: media)2
	(R3: media)2
	
	Nuevamente, utilizamos los valores del ejemplo:
 mmol/L

	1,997
	0,00032
	0,00026
	0,00116
	
	

	2,000
	0,00036
	0,00000
	0,00044
	
	

	1,995
	0,00092
	0,00127
	0,00003
	
	

	1,965
	0,00005
	0,00022
	0,00006
	
	

	1,965
	0,00027
	0,00008
	0,00006
	
	

	La suma de las diferencias al cuadrado es 0,0055 y sabemos que D=5 y n=3. Por lo tanto:
=0,023 mmol/L
	Evaluación de resultados
Como se mencionó anteriormente, el documento EP15-A2 se utiliza generalmente para verificar que un método funciona como afirma el fabricante. Por lo tanto, las estimaciones de imprecisión calculadas anteriormente deben compararse con las afirmaciones del fabricante. Si la repetibilidad y la desviación estándar dentro del laboratorio son menores que las indicadas por el fabricante, entonces el usuario ha demostrado una precisión coherente con la afirmación y no se requieren cálculos adicionales. Sin embargo, si los valores alcanzados son mayores que los informados por el fabricante, se deberá realizar una prueba estadística para determinar si esta diferencia es estadísticamente significativa.

	El siguiente paso es calcular la varianza de las medias diarias (sb2) utilizando la ecuación.
	

	
	(5)
	

	donde:
D = número total de días.
= promedio de todas las réplicas en el día “d”. 
= promedio de todos los resultados. 
Utilizando los valores de nuestro ejemplo, la media de todos los resultados es 1,984 mmol/L. El día 1, la media de las 3 réplicas fue 1,997 (consulte la Tabla 2), por lo que el cuadrado de la diferencia de la media general es (1,997 – 1,984)² = 0,000162.
La Tabla 3 muestra los resultados del mismo cálculo para los días restantes.
Tabla 3.
	Valor de verificación de repetibilidad
Para comparar la repetibilidad estimada con un valor afirmado, podemos calcular el valor crítico o de verificación utilizando la siguiente ecuación:

	
	Valor de verificación =
	(7)

	
	donde:
“σr” es la repetibilidad afirmada.
“C” es el punto porcentual 1-α/q de la distribución chi-cuadrado; “α” es la tasa de falsos rechazos y “ q” es el número de niveles probados.
“v” son los grados de libertad y en este caso es igual a “D•(n-1)”.
Utilizando los datos de ejemplo y suponiendo que la repetibilidad afirmada es un CV improbable de 1,1 %, la SD afirmada es, por tanto, 1,984/0,01 = 0,022 mmol/L, que es menor que la repetibilidad estimada de 0,023. Para calcular el valor de verificación, primero debemos calcular los grados de libertad de repetibilidad, lo que equivale a “D•(n-1)”. Para el protocolo EP15-A2 de 3 réplicas durante 5 días, obtenemos “v = 10”.


	Media por día
	
	
	

	1,997
	0,000162
	
	

	2,000
	0,000247
	
	

	1,995
	0,000108
	
	

	1,965
	0,000371
	
	

	1,965
	0,000384
	
	

	Si sumamos los cuadrados de las diferencias, obtenemos un total de 0,00127. Por lo tanto, la varianza de las medias diarias es la siguiente:

	




	Para calcular “C”, tradicionalmente, se toma “α” como “5 %” y q” es igual a “2”. Por lo tanto, necesitamos encontrar el punto porcentual del 97,5 % de la distribución Chi-cuadrado con 10 grados de libertad. Esto se puede buscar utilizando tablas estadísticas o mediante el uso de la función de hoja de cálculo CHIINV(α/q,v) = CHIINV(0.05/2,10) = 20.48.3
Por lo tanto, el valor de verificación es el siguiente:
Valor de verificación 
Como la repetibilidad estimada es menor o igual que el valor de verificación, los datos son coherentes con la afirmación del fabricante.
Valor de verificación de precisión dentro del laboratorio
Se utiliza un método análogo para comparar la SD estimada dentro del laboratorio con respecto a la afirmación del fabricante, y se calcula el valor de verificación de acuerdo con la ecuación 8.
	Valor de verificación 
Nuevamente, como la SD dentro del laboratorio es menor o igual que el valor de verificación, los datos son coherentes con la afirmación del fabricante.
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	Valor de verificación = 
	 (8)
	

	donde “σl” es la SD total o dentro del laboratorio afirmada y “T” son los grados de libertad efectivos para la estimación de precisión dentro del laboratorio. “T” se calcula mejor en una hoja de cálculo y se expresa de la siguiente manera:
	

	
	(9)
	

	Para nuestro ejemplo, supongamos una afirmación del fabricante del 1,2 %, que corresponde a una SD de 0,024. Por lo tanto:
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