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Prélogo a la primera edicion espainola

Con mi incorporacion como representante nacional, a través de Eurolab Espafia, al foro de
EURACHEM pretendo extender las actuaciones del mismo a nuestro ambito geografico, asi como
participar de forma activa en los diferentes grupos de trabajo ya constituidos y activos.

En este sentido, en el afio 2012 se propone la revision de esta guia, constituyéndose un Grupo de
Trabajo cuyo resultado se cierra en octubre de 2014 con la publicacion de la segunda edicion de la
version original en inglés.

Esta revision era necesaria consecuencia de los avances producidos en el conocimiento técnico y en la
entrada, inevitable por otro lado, de los conceptos metrologicos en el mundo de los ensayos quimicos.
La experiencia de los laboratorios ha permitido también mejorar la comprension de conceptos casi
exclusivos de la metrologia fisica como veracidad, repetibilidad, reproducibilidad o incertidumbre, e
incorporar las particularidades propias relacionadas con, por ejemplo, la selectividad o la robustez de
los analisis quimicos.

Durante este tiempo se han recibido gran nimero de consultas sobre la disponibilidad de una version
de la guia en espaiiol, que ahora se publica gracias al esfuerzo realizado por el Grupo de Trabajo
creado al efecto.

He tenido el placer de colaborar en la traduccion y coordinar a las personas que desinteresadamente
han participado en este Grupo de Trabajo, constituido por:

Ana Inés Silva Terra LATU Uruguay (www.latu.org.uy)

Christian Uribe / Steve Acco INACAL Peru (www.inacal.gob.pe)

Gladys Mastromonaco INTI Argentina (www.inti.gob.ar)

José Luis Prieto LOMG Espafia (www.lomg.net)

Mercedes Torres Roldan SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA ANALITICA
(http://seqa.es)

Pedro Pablo Morillas CANAL DE ISABEL II GESTION (www.canalgestion.es)

Eurolab Espana (www.eurolab.org.es)

En la revision completa del documento he recibido la inestimable ayuda de Mercedes Torres
(Sociedad Espanola de Quimica Analitica - SEQA), y Christian Uribe y Steve Acco del Instituto
Nacional de Calidad (INACAL) de Peru. Espero que esta traduccidon permita facilitar la difusion y
acceso a esta guia.

Pedro Pablo Morillas Bravo
Representante Nacional de EURACHEM para Espafia

w Iq bEspaﬁa
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Prélogo a la segunda edicion en inglés

Desde la publicacion de la primera edicion de esta Guia en 1998, han ocurrido acontecimientos
importantes en el campo de la calidad analitica. En primer lugar, ha sido revisada la serie de la norma
ISO 9000, utilizada muy frecuentemente como base de los sistemas de gestion de la calidad. Su
filosofia es parte integrante de las normas y guias internacionales de evaluacion de la conformidad, en
las que se sustentan los requisitos de competencia de los laboratorios, de proveedores de Ensayos de
Aptitud (PT, por sus siglas en inglés) y productores de Materiales de Referencia (RM, por sus siglas
en inglés). En todos estos documentos se hace hincapié en la importancia de emplear métodos
validados.

En segundo lugar, se han revisado o desarrollado guias de caracter general o mas especifico sobre
validacion de métodos. La legislacion europea incluye requisitos obligatorios para las mediciones
analiticas en muchos sectores.

En tercer lugar, la comunidad analitica ha invertido un gran esfuerzo en la aplicacion del concepto de
incertidumbre. Por ejemplo, la IUPAC en su Guia armonizada para la validacion de métodos de
analisis por un laboratorio (2002) predijo que, “..con una dependencia creciente sobre la
incertidumbre de medida como indicador de la adecuacion al uso y de la fiabilidad de los resultados,
los quimicos analiticos orientaran la validacion de las medidas hacia una mejor evaluacion de la
incertidumbre...”. Posteriormente, las entidades de acreditacion difundieron politicas y guias
reconociendo claramente el uso de los datos de validacion de los métodos en el proceso de evaluacion

de la incertidumbre de las medidas.

Por otro lado, se ha revisado a fondo el Vocabulario Internacional de Metrologia - conceptos basicos
y generales y términos asociados (VIM), teniendo en cuenta las medidas quimicas y bioldgicas
Aunque la terminologia relacionada con la validacion de métodos esta lejos aun de ser armonizada, la
situacion ha mejorado. VIM es también un documento normativo para los laboratorios acreditados
para, por ejemplo, ISO/IEC 17025 e ISO 15189.

La segunda edicion de esta Guia tiene como objetivo reflejar los cambios ocurridos en las normas y
guias internacionales, poniendo menos énfasis en los términos y definiciones. En su lugar, la Guia
hace referencia al VIM y a otras fuentes de facil acceso. Como consecuencia, se ha eliminado del
Anexo la lista de términos y definiciones. Las referencias citadas en esta edicion se incluyen en un
apartado final de Bibliografia. Otras fuentes y referencias adicionales relacionadas con el desarrollo de
métodos y su validacion esta disponible en el documento ‘Reading list’ bajo la opcion de menu
‘Publications’ en la pagina web de Eurachem (www.eurachem.org). El anexo A se ha revisado para
responder a los cambios en la norma ISO 78-2. Esta ediciéon también se ha ampliado para incluir
informacion sobre las bases estadisticas del calculo del limite de deteccion (Anexo B), el analisis de
varianza (Anexo C) y ensayos cualitativos (Anexo D).

Cada vez es mas comun entre los laboratorios de rutina, especialmente en el sector clinico, el uso de
sistemas de medida disponibles en el mercado. Esto significa que la responsabilidad de la validacion
reside principalmente en el fabricante. El trabajo del laboratorio se orientara en la verificacion de los
datos de desempefio publicados del fabricante y en demostrar que el método funciona en las
instalaciones del usuario final.

Sin embargo, considerando el prologo de la primera edicion, aiin podemos decir que los seis principios
en ¢l recogidos siguen siendo relevantes, y consistentes con los requisitos de normas internacionales
como la ISO/IEC 17025.

VM 2016 2
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Prélogo a la primera edicion en inglés’

Una iniciativa para promover buenas practicas en la mediciéon analitica en el Reino Unido ha
identificado seis principios de la practica analitica que, en conjunto, se considera que constituye la
‘mejor practica’. Los seis principios que se describen en més detalle en esta guia’ son:

1.

medi it 1 1Z I, 1 I un requisi . u
“Las medidas analiticas deberian realizarse para satisfacer un requisito acordado” (ej.: con un
objetivo definido).

“Las medidas analiticas deberian realizarse con métodos y equipos que previamente han sido
probados para asegurar su adecuacion al uso.”

“El personal que realiza medidas analiticas deberia estar cualificado y ser competente para
realizar sus tareas.” (y demostrar que pueden realizar correctamente los analisis).

“Deberia existir una evaluacion periddica e independiente del desempefio técnico de un
laboratorio.”

“Las medidas analiticas realizadas en un lugar deberian ser consistentes con las realizadas en
otros lugares.”

“Las organizaciones que realizan medidas analiticas deberian definir procedimientos
adecuados de control y de aseguramiento de calidad.”

Estos principios son aplicables tanto a laboratorios que trabajan independientemente como a aquellos
cuyos resultados deben ser comparados con los de otros laboratorios.

Este documento estd destinado principalmente a ayudar a los laboratorios a aplicar el Principio 2,
dando una orientacion sobre la evaluacion de los métodos de ensayo en su adecuacion al uso.

"La primera edicion (1998) de esta Guia ha sido elaborada por un Grupo de Trabajo de Eurachem a partir de un
borrador preparado inicialmente por LGC. Las siguientes personas han sido miembros del grupo de Eurachem:
D. Holcombe, P. De Bi¢vre, D. Bottger, C. Eastwood, J. Hlavay, M. Holmgren, W. Horwitz, M. Lauwaars, B.
Lundgren, L. Massart, J. Miller, J. Morkowski, B. te Nijenhuis, B. Nyeland, R. Philipp, P. Radvila, J. Smeyers-
Verbeke, R. Stephany, M. Suchanek, C. Vandervoorst, H. Verplaetse, H. Wallien, M. Walsh, W. Wegscheider,
D. Westwood, H. J. van de Wiel.

" The manager’s guide to VAM, UK Department of Trade and Industry, Valid Analytical Measurement
Programme. Published as VAM Principles M. Sargent. Anal. Proc., 1995, 32, 201-202.
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Abreviaturas y simbolos

En esta guia se utilizan las siguientes abreviaturas, acronimos y simbolos.

AMC Comité de Métodos Analiticos

ANOVA Analisis de varianza

AOAC International Organizacion reconocida globalmente para la elaboracion de normas

ASTM International Organizacion reconocida globalmente para la elaboracion de normas

BIPM Oficina Internacional de Pesos y Medidas

CcCCQM Comité Consultivo de Cantidad de Sustancia — Metrologia Quimica

CEN Comité Europeo de Normalizacion

CITAC Cooperacion sobre Trazabilidad Internacional en Quimica Analitica

CLSI Instituto de Normas Clinicas y Laboratorios

CRM Material de referencia certificado

DER Desviacion estandar relativa

EA Cooperacion Europea para la Acreditacion

EC Comision Europea

EPA Agencia de Proteccion Medioambiental

EQA Evaluacion externa de la calidad

EU Unién Europea

EPTIS Sistema de Informacion Europeo de Ensayos de Aptitud

GUM Evaluacion de datos de medida — Guia para la expresion de la incertidumbre de
medida

ICH International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use

IEC Comision Internacional de Electrotecnia

ISO Organizacion Internacional de Normalizacion

IUPAC Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada

JCGM Comité Conjunto de Guias en Metrologia

LOD Limite de deteccion

LOQ Limite de cuantificacion

MR Material de referencia

MRC Material de referencia certificado

NATA Asociacion Nacional de Entidades para los Ensayos

NT Nota del Traductor

QA Aseguramiento de calidad

QC Control de calidad

RSC Real Sociedad de Quimica

SANCO Comision Europea de la Direccion General de Sanidad y Proteccion de los
Consumidores

PNT Procedimiento normalizado de trabajo

PT Ensayo de aptitud
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UV/VIS Ultravioleta/visible

VIM Vocabulario Internacional de metrologia — conceptos basicos y generales y términos
relacionados

b Sesgo absoluto

b(%) Sesgo relativo en porcentaje

kq Factor utilizado en el célculo del limite de cuantificacion

m Numero de medidas

n Numero medio de observaciones repetidas al reportar los resultados

ny, Numero medio de observaciones del blanco al calcular la correccion por el blanco

r Limite de repetibilidad

R Limite de reproducibilidad

R(%) Recuperacion relativa (recuperacion aparente) en tanto por ciento

R' (%) Recuperacion relativa por fortificacion en tanto por ciento

s Desviacion estandar

So Desviacion estandar estimada de los resultados individuales en o cerca de una

concentracion de cero

S0 Desviacion estandar utilizada en el calculo de un LOD o LOQ

sy Desviacion estandar por precision intermedia

S, Desviacion estandar por repetibilidad

Sk Desviacion estandar por reproducibilidad

u Incertidumbre tipica

X Valor medio (media aritmética)

X Valor de referencia

Xref Valor medio de medidas obtenidas con un método alternativo, €j.: un método de
referencia

Valor medio de una muestra enriquecida en un experimento de recuperacion

Xadicién Concentracion adicionada en un experimento de recuperacion

VM 2016 5



La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos

Guia Eurachem

1 Introduccion

1.1 Justificaciéon y alcance de esta
Guia

La validacion de métodos es un requisito
importante en la practica de los analisis
quimicos. Si bien la mayoria de los quimicos
analiticos son conscientes de ello, no siempre
esta claro por qué y cuando debe realizarse y qué
es necesario hacer. Algunos consideran que la
validacion de métodos debe realizarse en
colaboracion con otros laboratorios, por lo que
no la llevan a cabo. Los requisitos de las normas
ISO/IEC 17025 [1], ISO 15189 [2] e ISO 15195
[3] han ayudado a clarificar este tema. Por
ejemplo, la necesidad de demostrar que los
métodos deben adecuarse a su uso previsto se
indica claramente en el apartado 5.4.2 de la
ISO/IEC 17025:

“El laboratorio debe utilizar los métodos de
ensayo o de calibracion, incluidos los de
muestreo, que satisfagan las necesidades del
cliente y que sean apropiados para los ensayos o
las calibraciones que realiza...” y ademas:
“Cuando el cliente no especifique el método a
utilizar, el laboratorio debe seleccionar los
métodos apropiados...”.

La finalidad de esta guia es analizar las
cuestiones relacionadas con la validacion de
métodos y aumentar la comprension de los
lectores de lo que implica, por qué es importante,
y dar una idea de como puede llevar a cabo.

Se prevé que la Guia sea de mayor utilidad para:
a) los jefes de laboratorio encargados de velar
por que los métodos bajo su supervision se
validen adecuadamente y b) los analistas
responsables de la planificacion y la realizacion
de estudios de validacion de métodos. Otros
miembros del personal pueden encontrar en la
guia un recurso de informacién de referencia - el
personal directivo verla desde el punto de vista
de gestion y el personal subordinado desde un
punto de vista técnico o educativo.

La Guia se centra en la validacion interna de
métodos, realizada por el propio laboratorio. Su
objetivo es dirigir al lector hacia protocolos ya
establecidos y, en caso de no existir, dar una
introduccioén sencilla a los procesos involucrados
en la validacion, proporcionando algunas ideas
basicas que permitan al lector disefiar sus propias
estrategias de validacion. Incluye ademaés

referencias a  material adicional  sobre
determinados aspectos técnicos de la validacion.

Esta Guia se centra en la validacion de métodos
cuantitativos. Sin embargo, algunos de los
principios descritos en ella son aplicables
también para determinar la presencia de uno o
mas analitos en los métodos cualitativos, como
por ejemplo, los conceptos de selectividad y de
limite de deteccion (LOD).

La Guia evita hacer hincapié en el uso de la
estadistica, aunque es indudable que el
conocimiento practico de estadistica elemental
facilita la comprension y aplicacion del proceso
de validacion. Se incluyen varias referencias a
publicaciones de estadistica basica para quimicos
[4, 5, 6].

La comprension de la validacion de métodos por
los analistas se ve frenada porque los términos
metrologicos y técnicos utilizados para describir
los procesos de evaluacion de métodos varian en
los diferentes sectores de las mediciones
analiticas. Esta Guia no dice cuando un término
se usa correcta o incorrectamente, pero si
proporciona alguna aclaracion. El mejor consejo
para el uso de un término que puede inducir a
error es proporcionar la fuente y el convenio de
aplicacion.

En el proceso de validacion de métodos esta
implicito que los estudios para determinar sus
caracteristicas de desempefio” se llevan a cabo
empleando equipos que funcionan
correctamente, debidamente calibrados y dentro
de especificacion. Por tanto, esta Guia no
contempla especificamente conceptos como
“cualificacion del equipo” o “cualificacion
instrumental”. Asimismo, el analista que realice
los estudios debe ser competente en el campo de
trabajo concreto, y contar con los conocimientos
suficientes para poder tomar las decisiones que
puedan ser necesarias al avanzar el estudio.

1.2 Notas sobre el uso de esta Guia

1.2.1 Terminologia

El foco de atencion principal en la revision de
esta Guia ha sido la actualizaciéon de las
referencias bibliograficas para incorporar los

" Sindénimos de uso comun para las caracteristicas de
desempefio del método son “parametros de
desempefio del método”, “caracteristicas
metroldgicas” y “propiedades de desempeio®.
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cambios y avances ocurridos desde la
publicacion de la primera edicion hace ya quince
afios. En cuanto a la terminologia, hemos
empleado, donde ha sido posible, la 3* edicion
del VIM, primera publicacion de 2007 [7, 8].
Cuando ha sido necesario, se ha completado con
los términos usados en la ISO/IEC 17025:2005
[1], otros documentos ISO [9, 10, 11] y la Guia
Armonizada de la I[UPAC para la Validacion
Interna de 2002 [12] contemplando asi los
términos usados  habitualmente en los
laboratorios analiticos.

Cuando existen varios términos en uso, puede
resultar complicado decidir cudl de ellos
emplear. Para ayudar en estas situaciones, en la
Guia se ha decidido usar siempre el mismo
término. Un ejemplo es el término utilizado para
describir el documento que describe con detalle
el método a validar empleando equipos y
personal de un laboratorio en particular. Para
analisis cuantitativos VIM se refiere al
procedimiento de medida, en ISO/IEC 17025 se
menciona como el método, en ISO 15189 [2] es
el procedimiento de examen y en muchos otros
laboratorios se llama procedimiento normalizado
de trabajo (PNT). El grupo de trabajo decidio
utilizar el término de la ISO/IEC 17025 y
emplear el término genérico méfodo. Por tanto,
esta Guia utiliza la locuciéon ‘validacion del

método’ reconocida habitualmente, aunque
‘validacion del procedimiento’ seria mas
correcto.

Se ha empleado los términos ‘robustez’ y

‘selectividad’ en lugar de ‘resistencia’ y
‘especificidad’ [13] ya que los primeros son
empleados por la [UPAC [12].

Otros términos se utilizan para describir el
trabajo del laboratorio, como ‘calibracion’,
‘medicion’, ‘prueba’, ‘analisis’ y ‘examen’. Esta
Guia utiliza ‘analisis’ en un sentido general
especificando, donde sea necesario, las
circunstancias. Del mismo modo, esta Guia
utiliza el término ‘concentraciéon medida’ aunque
en los laboratorios quimicos se evaluan también
otras magnitudes [14].

En los procesos de muestreo, preparacion de
muestras y analisis pueden emplearse términos
como ‘objetivo del muestreo’, ‘muestra
elemental’, ‘incremento’, ‘muestra compuesta’,
‘submuestra’, ‘muestra de laboratorio’, ‘muestra
a ensayo, ‘porcion de ensayo’ y ‘disolucion a
examen’ [15, 16]. En esta Guia se utiliza
normalmente el término ‘muestra’ o ‘muestra a
ensayo’ [17]."En el texto de la Guia se han
incluido las definiciones de los términos maés
importantes empleados. Siempre que ha sido
posible, se han facilitado las definiciones de
VIM, ISO 9000 [9] y la IUPAC [17, 18]. Los
términos de VIM relacionados con la quimica
analitica tienen mayor desarrollo en la Guia
Eurachem “Terminology in analytical
measurement” [8]. Los lectores deben tener en
cuenta que aun no hay un acuerdo universal
sobre las definiciones de los términos usados en
la validacién de métodos.

1.2.2 Referencias rapidas

En la Seccidon 6, las casillas sombreadas
proporcionan una ‘Referencia Rdapida’ sobre las
caracteristicas de desempefio especificas del
método. Sin embargo, se asume que en muchos
casos, los laboratorios no disponen de tiempo ni
recursos para realizar los experimentos con el
detalle que aqui se describe. El empleo de un
menor numero de réplicas que las indicadas en
las cajas siempre sera mejor que no llevar a cabo
ninguna de las operaciones indicadas. En este
caso, no hay que olvidar que la informaciéon
obtenida sera menos fiable que al considerar
todas las réplicas propuestas.

" Muestra a ensayo: Muestra, preparada a partir de la
muestra del laboratorio, de la que se extraen porciones
para ensayo o analisis [17].
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2 ;Qué es validar un método?

2.1 Definiciones

En la Tabla 1 se incluyen las definiciones de
validacion de tres documentos internacionales.
Validar un método es basicamente el proceso
para definir un requisito analitico, y la
confirmaciéon de que cuenta con capacidades
consistentes con las aplicaciones requeridas.
Inherente a esto esta la necesidad de evaluar el
desempefio del método. Es importante la
valoracion de la idoneidad del método; en el
pasado la validacion del método se centraba solo
en la evaluacion de las caracteristicas de
desempefio.

Las actividades de validacion de métodos y el
desarrollo de métodos estin estrechamente
ligadas. Muchas de las caracteristicas de
desempefio (Tabla 2) que se evaltian durante la
validacion, también lo son en mayor o menor
medida, durante el desarrollo del método. Sin
embargo, es importante recordar que debe
realizarse la validacion formal de la version final
del método (el procedimiento documentado).

Algunos sectores utilizan los conceptos de
‘validacion primaria’ y ‘validacion secundaria’,
esta ultima con el sentido de verificacion [19].
Los conceptos de ‘cualificacion’ y ‘confirmacion
metrologica’ [20] también cubren el sentido de
verificacion (Tabla 1).

2.2 ;Cual es la diferencia entre
validacion y verificacion?

La ISO 9000 [9] define verificacion como
“confirmacién, a través de la aportacion de
evidencias objetivas, de que se cumplen los
requisitos especificados”. Esta es muy similar a
la definicion de validacion dada en la Tabla 1. El
VIM [7] establece que la verificacién es “la
aportacion de evidencia objetiva de que un
elemento dado satisface los  requisitos
especificados” y que validacion es una
“verificacion, donde los requisitos especificados
son adecuados para un uso previsto”.

Un laboratorio puede adoptar un procedimiento
validado que, por ejemplo, ha sido publicado
como una norma, o adquirir un sistema de
medida completo y emplearlo para una
aplicacion especifica a partir de un desarrollo
comercial. En ambos casos el trabajo de
validacion basica se ha realizado, pero el
laboratorio debe confirmar su capacidad para
aplicar el método. Esta es la verificacion. Esto
implica que debe realizarse algun trabajo
experimental para demostrar que el método
funciona adecuadamente en el laboratorio. Sin
embargo, la carga de trabajo es probable que sea
considerablemente menor en comparacion con la
validacion de un método que se ha desarrollado
internamente. Los términos validacion y
verificacion se discuten en detalle en la Guia
Eurachem sobre terminologia en las medidas
analiticas [8].

Tabla 1 — Definiciones del concepto de ‘validacién’ en ISO 9000, ISO/IEC 17025 y VIM

Definicion

Referencia

confirmacion, a través de la aportacion de evidencia objetiva, de que se han cumplido
los requisitos para un uso o aplicacion especifico previsto

ISO 9000 [97*

confirmacion, a través del examen y aportacion de evidencias objetivas, de que se
cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto

ISO/IEC 17025 [1]

verificacion, donde los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto

VIM [7]°

*1SO 9000 define ‘proceso de calificacion ¢, como “el proceso para demostrar la capacidad de cumplir los

requisitos especificados”

b . ., ., . L .
VIM define ‘verificacion’ como “aportacion de evidencia objetiva de que un elemento dado satisface los

requisitos especificados”
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Tabla 2 — Informacion general sobre las caracteristicas de desempeiio evaluadas
habitualmente durante la validacién del método

Caracteristicas de desempefio

Selectividad

Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Intervalo de trabajo

Sensibilidad analitica

Veracidad
e Sesgo, recuperacion

Precision
o repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad

Incertidumbre de medida®

Robustez

* En sentido estricto, la incertidumbre de medida no es una caracteristica del desempefio de un procedimiento
de medida particular pero si de los resultados obtenidos al usar dicho procedimiento.
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3 ¢Por qué es necesario validar un método?

3.1 Importancia de la medicion

analitica

Millones de pruebas, mediciones y examenes se
hacen cada dia en miles de laboratorios de todo
el mundo. Hay innumerables razones que las
sustentan, por e¢jemplo para valorar bienes con
fines comerciales; apoyar la asistencia sanitaria;
controlar la calidad de agua potable, alimentos y
piensos; analizar la composicion elemental de
una aleacion para confirmar su idoneidad para su
uso en la construccidon de aviones; el analisis
forense de los fluidos corporales en las
investigaciones criminales. Practicamente todos
los aspectos de la sociedad se apoyan, de alguna
manera, en el trabajo analitico.

El coste de llevar a cabo estas mediciones es alto
y pueden surgir costes adicionales en base a las
decisiones tomadas a partir de los resultados. Por
ejemplo, los ensayos que demuestren que los
alimentos son no aptos para el consumo pueden
derivar en indemnizaciones por reclamacion; los
ensayos que confirman la presencia de sustancias
prohibidas pueden generar sanciones
economicas, encarcelamiento o incluso, en
algunos paises, la ejecucion. Esta claro que es
importante hacer una correcta medicion y ser
capaz de demostrar que el resultado es correcto.

3.2 El deber profesional del quimico
analitico

Si el resultado de un analisis no genera
confianza, entonces tiene poco valor y el analisis
puede mejor no llevarse a cabo. Cuando los
clientes solicitan trabajos analiticos a un
laboratorio, se supone que el laboratorio tiene un
grado de conocimiento técnico que los clientes
no tienen. El cliente espera confiar en los
resultados recibidos y, por lo general, sélo los
cuestiona cuando surge una controversia. Asi, el
laboratorio 'y su personal tienen la
responsabilidad de brindar confianza al cliente,
proporcionando una respuesta correcta a la parte
analitica del problema, en otras palabras,
demostrar la ‘adecuacion al uso’. Implicitamente
los ensayos llevados a cabo son apropiados para
responder a la parte analitica del problema que el
cliente desea resolver, y el informe final presenta
los datos analiticos de tal manera que el cliente
pueda comprender ficilmente y sacar las
conclusiones pertinentes. La wvalidacion del
método permite a los quimicos demostrar que un
método es 'adecuado para el uso previsto’.

Para un resultado analitico, ser apto para su uso
implica que éste debe ser lo suficientemente
fiable para que cualquier decision basada en él,
pueda ser tomada con confianza. Debe validarse
el desempefio de un método y estimar la
incertidumbre del resultado, para un determinado
nivel de confianza. La incertidumbre se debe
evaluar y citar de tal manera que sea
ampliamente reconocida, internamente
consistente y facil de interpretar [21].La mayor
parte de la informacion requerida para evaluar la
incertidumbre puede ser obtenida durante la
validacion del método. Este tema se aborda
brevemente en la Seccioén 6.7 y en mas detalle en
la Eurachem / CITAC Guia de Cuantificacion de
la Incertidumbre en Mediciones Analiticas [22].

Independientemente de la bondad de un método
y de uso rutinario, un problema analitico puede
ser resuelto mediante el analisis de muestras s6lo
si éstas son adecuadas. Tomar las muestras
apropiadas es un trabajo especializado, que
requiere de una comprension del problema y su
relacion quimica. Un laboratorio debe, siempre
que sea posible, ofrecer asesoramiento al cliente
sobre la toma de muestras como parte de su
atencion al cliente. Es evidente que habra
ocasiones en las que el laboratorio no pueda
realizar o influir en la toma de las muestras. En
estos casos, los resultados de los analisis tendran
que ser informados haciendo clara mencion a
esta situacion.

Nos hemos centrado esencialmente (y con razon)
en el objetivo general de realizar la validacion de
un método, es decir, demostrar que los métodos
son ‘adecuados al uso previsto’. Sin embargo,
hay que reconocer que un estudio de validacion
del método proporciona beneficios adicionales al
laboratorio que lo realiza. Proporciona un
conocimiento solido y experiencia en los detalles
practicos para llevar a cabo el método,
incluyendo el conocimiento de las etapas criticas
del proceso. La validacion da al laboratorio y sus
empleados una mayor confianza en sus propios
resultados.

3.3 Desarrollo de métodos

El trabajo de validacion estd precedido de una
fase de desarrollo que incluye a diferentes
miembros del personal y que puede realizarse de
varias formas.

Por un lado, puede implicar la adaptacion de un
método ya existente realizando cambios menores
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para adecuarlo a una nueva aplicacion. Por
ejemplo, un método para determinar tolueno en
agua puede ser adaptado a partir de un método
establecido para el benceno en agua. La matriz es
la misma, y los dos analitos tienen propiedades
muy similares. Es probable que los mismos
principios de  separacién, identificacion,
cuantificacion que se aplican al benceno también
puedan ser aplicables al tolueno. Si, por el
contrario, se requiere un método para determinar
el benceno en el suelo, la adaptacion del método
de benceno en agua puede no ser la mejor
opcion. La adaptacion de algun otro método para
la determinacion de materia organica en el suelo
puede ser un mejor punto de partida.

Por otro lado, el quimico analitico puede
comenzar a esbozar algunas ideas y aplicar su

conocimiento y experiencia para idear un método
adecuado. Esto implica claramente mucho maés
trabajo y mds dudas sobre la idoneidad del
método final. No es inusual para el desarrollo del
método trabajar con varias ideas
simultdneamente antes de elegir finalmente la
mas adecuada.

A pesar del esfuerzo invertido en el desarrollo
del método, no hay ninguna garantia de que el
método vaya a funcionar adecuadamente durante
la validacion (o bajo condiciones de rutina en un
laboratorio particular). Al implicar a diferente
personal en la fase de desarrollo y de validacion,
se puede comprobar que las instrucciones (del
procedimiento de medicidon) se entienden y se
aplican.

VM 2016
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4 ;Cuando debe validarse o verificarse un método?

4.1 Validacién de un método

Un método debe ser validado cuando es
necesario demostrar que sus caracteristicas de
desempefio son adecuadas para el uso previsto.
Por ejemplo, se indica en el apartado 5.4.5.2 de
la Norma ISO/IEC 17025 [1] que el laboratorio
debe validar:

e métodos no normalizados;

e métodos disefiados/desarrollados el

laboratorio;

por

e métodos normalizados usados fuera de su
ambito de aplicacion;

e ampliaciones o modificaciones de métodos
normalizados.

La wvalidacion debe ser tan amplia como sea
necesaria para cumplir con los requisitos en
relacion con el uso dado o la aplicacion [23].La
extension (‘alcance’) de la validacion dependera
de la aplicacion, la naturaleza de los cambios
realizados y de las circunstancias en que el
método se va a utilizar.

También debe validarse cuando es necesario
demostrar la equivalencia de los resultados
obtenidos por dos métodos, por ejemplo, un
método recientemente desarrollado y un método
normalizados existente.

4.2 \Verificacion de un método

Para los métodos normalizados, tales como los
publicados por, ejemplo, ISO o ASTM, no es
necesario validar el método utilizado por el
laboratorio. Sin embargo, el laboratorio necesita
verificar el desempefio del método como se
detalla en la norma ISO/IEC 17025 apartado
5.4.2:

. El laboratorio debe confirmar que puede
operar adecuadamente los métodos
normalizados antes de introducir los ensayos o
calibraciones.

También es necesaria la verificacion cuando hay
cambios importantes, como el uso de un equipo
nuevo (pero similar), traslado de equipos, etc.

En los laboratorios clinicos la mayor parte de los
ensayos se realizan con procedimientos
comerciales previamente validados por los
fabricantes y que deben ser verificados por el
usuario final [24]. La ISO 15189 [2] hace
hincapié¢ en que los procedimientos de examen
usados sin modificaciones deben estar sujetos a
una verificacion independiente antes de ser
usados como métodos de rutina. También puede
tenerse en cuenta la actualizacion del software de
un equipo, o cuando los resultados de control de
calidad indica que el desempefio del método
cambia con el tiempo.
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5 ¢Como debe validarse un método?

5.1 ¢Quién debe validar un método?

5.1.1 Estrategias para validar un
método

Una vez finalizado el desarrollo inicial del
método, el laboratorio debe documentar en
detalle el procedimiento de medicion (ver Anexo
A). Este procedimiento documentado es el que se
toma para la validacion formal del método.

Existen dos estrategias fundamentales; el uso de
resultados interlaboratorios y la validacién del
laboratorio individual. En cualquier caso, es
responsabilidad del laboratorio que utiliza el
método el asegurar la adecuacion al uso del
mismo, considerando entonces la necesidad de
ampliar los trabajos de validacion.

5.1.2 Resultados interlaboratorios

Hay un gran numero de publicaciones sobre el
uso de las comparaciones entre laboratorios,
referidos como ‘estudios colaborativos’ o
‘estudios cooperativos’, como herramienta para
validar métodos. Existen numerosos protocolos
relacionados con este tipo de validacion [25, 26,
27, 28], asi como la familia de normas ISO 5725
[29] reconocida como aplicable de forma
general. Si se estd desarrollando un método con
un alcance amplio, a partir de un método
normalizado disponible, puede preferirse el uso
de wun estudio colaborativo entre varios
laboratorios como forma de validacion. Un
método publicado validado por esta via
proporciona gran robustez. La informaciéon
publicada contiene normalmente informacion
sobre la precision (repetibilidad, reproducibilidad
o los correspondientes limites de precision) y, a
veces, una estimacion del sesgo. Cuando un
método ha sido validado por una organizacion
internacional, como ISO, CEN o AOAC, el
usuario solo necesita verificar los datos de
desempefio publicados o establecer y confirmar
sus propios valores de desempefio del método.
Esta aproximacion reduce, ademas, la carga de
trabajo del laboratorio para el uso del método.

5.1.3 A partir de datos individuales
del laboratorio

No siempre los métodos que pueda necesitar un
laboratorio se encuentran publicados como
normas. Si el método ha sido desarrollado para
usarlo por un solo laboratorio, por ejemplo,
porque no es de interés general o por que otros
laboratorios son competidores, el enfoque de

validacion a partir de datos individuales del
laboratorio es el apropiado [12].

Los métodos validados por un solo laboratorio
seran  aceptables con fines regulatorios
dependiendo de las directrices que cubre el area
de medicion afectada. Normalmente deberia ser
posible obtener una declaracion politica clara del
organismo regulador correspondiente.

5.2 Extension de los estudios de
validacion

El laboratorio tiene que decidir cudles son las
caracteristicas de desempefio (ver Tabla 2 y
Seccién 6) que deben ser investigadas para
validar el método y, en algunos casos, el grado
de detalle para una caracteristica particular. El
protocolo de la IUPAC [12] enumera una serie
de situaciones, que tienen en cuenta, entre otras
cosas, el estado del método y la competencia
técnica del laboratorio.

Cuando el alcance del trabajo de analisis esta
bien definido y sus aplicaciones son similares en
el tiempo, puede ser posible que una
organizacion o un sector puedan emitir guias
generales para la extension de las validaciones.
En la Tabla 3 se muestra un ejemplo para el
sector farmacéutico.

Se puede empezar con una cuidadosa descripcion
analitica en el alcance del procedimiento
documentado (ver A.5 en el Anexo A) lo que
proporcionaria una buena base para planificar el
proceso de validacion; sin embargo en la
practica, esto no siempre es posible. La
evaluacion del desempefio del método puede
verse limitada. Asi se reconoce en la ISO/IEC
17025, apartado 5.4.5.3 como La validacion es
siempre un equilibrio entre costos, riesgos y
posibilidades técnicas. El laboratorio debe
hacerlo lo mejor posible, teniendo en cuenta las
limitaciones impuestas, los requisitos legales y
de clientes, las experiencias y herramientas
disponibles, (Seccion 5.4), y la necesidad de
compatibilidad metrologica [7] con otros
métodos similares en uso dentro o fuera del
laboratorio. Durante fase de desarrollo e
implementacion del método pueden determinarse
algunas caracteristicas de desempefio. Una
planificacion cuidadosa puede minimizar el
esfuerzo a realizar, ya que un conjunto de
experimentos puede proporcionar informacion
sobre diferentes caracteristicas del método.
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Tabla 3 — Extension de la validacion para cuatro tipos de aplicaciones analiticas. Ejemplo para el sector
farmacéutico [13]. ‘x’ significa una caracteristica de desempefio que normalmente se valida

Tipo de aplicacién analitica
Caracteristica de desempiieo Ensayo de Ensayo de Ensayo para Cuantificacion del
identificacion | cuantificacion de limite de component principal
impurezas impurezas
Selectividad X X X X
Limite de deteccion X
Limite de cuantificacion X
Intervalo de trabajo incluyendo X X
linealidad
Veracidad (sesgo) X X
Precision (repetibilidad y X X
precision intermedia)
NOTA La tabla se ha simplificado y adaptado a la estructura y terminologia de esta Guia.

Las implicaciones de las limitaciones discutidas
anteriormente son particularmente  criticas,
cuando el método no va a ser utilizado de forma
rutinaria. El proceso de validacion de métodos
que van a ser utilizado de forma rutinaria esta
relativamente bien definido. Los mismos
principios aplican claramente tanto para un
analisis ‘ad hoc’ como para ensayos de rutina. Es
necesario contar con un adecuado nivel de
confianza en los resultados obtenidos. Establecer
el equilibrio entre las limitaciones de tiempo y
costes y la necesidad de validar el método es
dificil. En algunas circunstancias, puede ser mas
apropiado subcontratar los analisis a otro
laboratorio en el que se realicen de manera
rutinaria.

5.3 Plan e informe de validacioén

Tanto los trabajos de validacion como la
informacion de sus resultados se realizaran
atendiendo a un procedimiento documentado.

El esquema del plan de validacion (‘protocolo de
validacion’) y el informe de la validacion puede
establecerse en guias sectoriales (ver Seccidon
5.5). Las Entidades Nacionales de Acreditacion
pueden establecer requisitos minimos para esta
documentacion [23]. No obstante, un modelo
sencillo combinando el plan y el informe de
validacion puede incluir, por ejemplo, las
siguientes secciones.

e Titulo: En esta seccidon debe identificarse el
método, el momento y quién realizdé la
validacion. Se debe dar wuna breve
informacién sobre el alcance y una sencilla

descripcion del método, asi como la
informacion sobre el estado del método (por
ejemplo, una norma internacional, un método
desarrollado internamente, etc.), el analito, el
mensurando, unidad de medida, el tipo de
muestra y el uso previsto. Si el muestreo y el
submuestreo son parte del procedimiento de
medida deben ser validados. Incluso si estos
pasos se llevan a cabo en otros lugares, es ttil
incluir informacién sobre ellos en el plan de
validacion/informe.

e Planificacion: Esta seccién debe describir el
proposito, por ejemplo, validacion completa
de un nuevo método, verificacion del
desempefio de un método normalizado,
extension del alcance del método, etc. Debe
indicarse la extension de la validacion, por
ejemplo, indicando las caracteristicas de
desempefio que van a evaluarse y los
requisitos asociados.

e Caracteristicas de desempefio: Esta seccion
incluira una breve explicacion de las
caracteristicas de desempefio del método,
requerimientos especificos, descripcion de los
experimentos a realizar y la evaluacion de los
resultados obtenidos. Deben declararse los
resultados y conclusiones derivados de los
experimentos. Cada  caracteristica  de
desempefio se recoge en secciones separadas
del informe.

e Resumen: La ultima seccion debe recapitular
el trabajo de wvalidacion y sus resultados.
Pueden contemplarse ademas actuaciones
relacionadas con el uso rutinario del método y
con requisitos de control de calidad interno y
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externo. Y lo mas importante, debe realizarse
una declaracion sobre la adecuacion al uso del

5.4 Herramientas de validacion
5.4.1 Blancos

El uso de diversos tipos de blancos permite
evaluar cuanta sefial de medida es atribuible al
analito y cuanta a otras causas. Varios tipos de
blanco estan disponibles para el analista:

e Blancos de reactivos: Los reactivos
utilizados durante el proceso analitico
(incluyendo  disolventes utilizados para

extraccion o disolucién) se analizan para
determinar si contribuyen a la sefial de la
medida.

e Blancos de muestra. Se trata de Muestras
matriz sin presencia de analito, por ejemplo,
muestra de orina humana sin firmaco
especifico, o una muestra de carne sin residuo
de hormonas. Los blancos de muestra pueden
ser dificiles de obtener, pero son necesarios
para tener una estimacion mas real de las
interferencias que pueden aparecer en un
analisis de muestras de rutina.

5.4.2 Muestras de rutina

Las muestras de rutina son futiles ya que
proporcionan informacion sobre precision,
interferencias, etc., que pueden aparecer durante
el trabajo diario. Si se conoce adecuadamente el
analito contenido en el material a ensayo, se
puede realizar una evaluacion del sesgo de
medida. El uso de un método de referencia puede
proporcionar una estimacién precisa sobre el
contenido del analito, aunque estos métodos no
siempre estan disponibles.

5.4.3 Soluciones/material fortificado

Son materiales o soluciones en los que el
analito(s) ha sido adicionado a valores
conocidos. Debe ponerse atencion en los valores
de concentracion de modo que la adicién no
supere el intervalo de trabajo del método. La
fortificacion con una cantidad conocida de
analito permite incrementar la respuesta del
analito medido, calculando los valores en
términos de cantidad anadida, aun cuando el
valor absoluto del analito presente no se conozca
ni antes ni después de la adicion. Hay que tener
en cuenta que la adicion de analito puede no

“Un blanco de reactivo aplicado a todo el
procedimiento analitico se llama a veces ‘blanco de
ensayo’.

método. Tener en cuenta que esto es un
requisito en la ISO/IEC 17025 [1].

tener el mismo comportamiento sobre la matriz
en comparacion con el analito presente
naturalmente. Por tanto, la estimacion del sesgo
por esta via puede resultar demasiado optimista.

La adicion no tiene que limitarse al analito de
interés. Se pueden adicionar otros componentes
para medir el efecto de la adicion. Asi, se puede
fortificar la muestra con cantidades de variables
de un interferente particular para evaluar la
concentracion del interferente a la cual la
determinacion del analito se ve afectada
negativamente. Obviamente, es necesario
identificar la naturaleza de la adicion.

5.4.4 Materiales pre-adicionados

Son materiales en los que el analito de interés
puede ser basicamente extrafio, pero ha sido
incorporado en algin momento anterior al
muestreo. El analito estd asi mas estrechamente
ligado en la matriz que en el caso de la adicion.
El valor del analito dependera de la cantidad de
analito en contacto con el material, la tasa de
absorcion y pérdida por efecto de la matriz y
cualesquiera otras pérdidas a través del
metabolismo, desintegracion espontidnea u otros
procesos quimicos o fisicos. La utilidad en la
validacion de las muestras pre-adicionadas
depende de en qué medida el analito puede ser
caracterizado. Son ejemplos de materiales pre-
adicionados:

1. Herbicidas en harina a partir de cereales
pulverizados con herbicidas durante su
crecimiento;

2. Componentes activos en formulaciones
farmacéuticas anadidos durante la fase de
formulacion.

3. Polvo de clara de huevo (de contenido
proteico conocido) afiadido a una masa de
galleta antes de hornear para la investigacion
de alérgenos.

5.4.5 Patrones de medida

En inglés, el término standard también hace
referencia a las ‘normas’ o documentos escritos,
como por ejemplo las normas ISO. Al referirse a
sustancias empleadas con fines de identificacion
o calibracion es preferible hablar de patrones de
medida o calibrantes [7]. Tradicionalmente se
identifican con soluciones de sustancias
individuales, pero en la practica puede ser todo
aquello en lo cual ha sido caracterizado un
parametro o propiedad particular y que puede
emplearse como referencia metrologica.
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Hay que distinguir entre material de referencia
(MR) y material de referencia certificado (MRC)
[7, 30] ya que su uso en el proceso de validacion
es diferente (6.5.2). Los MR pueden ser
cualquier material empleado como valor de
referencia, ya sean reactivos de laboratorio de
pureza conocida, productos quimicos industriales
u otros dispositivos. La propiedad o analito debe
ser estable y homogénea pero no necesita contar
con el alto grado de caracterizacion, trazabilidad
metrologica, incertidumbre y documentacion
exigida a los MRC.

La caracterizacion del parametro de interés en un
MRC se controla de manera mas rigurosa que un
MR, y el valor caracterizado se certifica con un
documento que demuestra su trazabilidad
metrologica y en el que se declara su
incertidumbre. La caracterizacion se realiza
empleando  varios métodos o con un
procedimiento de medida primario, de modo que
se elimine o minimice cualquier sesgo.

La evaluacion del sesgo requiere de un valor de
referencia fiable, preferiblemente un MRC con la
misma matriz y en concentraciones del analito
similares a las muestras reales.

5.4.6 Estadistica

Las técnicas estadisticas son esenciales para
agrupar los datos obtenidos y realizar un analisis
objetivo de las diferencias entre conjuntos de
datos (pruebas de significacion). Los analistas
deben familiarizarse con los elementos basicos
de la teoria estadistica como ayuda para la
evaluacion de la precision, sesgo, rango lineal,
LOD, LOQ e incertidumbre de medida. En la
guia se incluyen varias referencias a libros de
introduccion a la estadistica en quimica analitica
[5, 6,31, 32,33, 34].

5.5 Requisitos de validacion

Los requisitos de como realizar la validacion de
un método pueden estar recogidos en guias
sectoriales [13, 25, 35 por ejemplo]. Se
recomienda seguirlos, cuando estos requisitos
existen. Esto permite asegurar que tanto la
terminologia como la estadistica empleada se
interpretan y aplican de manera consistente para
el sector en particular. El reconocimiento de un

método como oficial puede requerir una
caracterizacion mediante un estudio
colaborativo.

5.6 Proceso de validacion de
métodos

Ante una necesidad particular de un cliente, el
laboratorio debe establecer en primer lugar el
requisito analitico que define las caracteristicas
de desempefio que el método debe cumplir para
resolver la necesidad (Figura 1). Como respuesta
a esos requisitos, el laboratorio necesita
identificar un método existente adecuado, o si es
necesario desarrollar o modificar un método.
Hay que tener en cuenta que algunas normas
legales obligan a seguir determinados métodos.
La Tabla 4 muestra preguntas tipo a la hora de
formalizar un requisito analitico (columna 1) y la
caracteristica correspondiente de desempefio del
método que necesita ser evaluada (columna 2),
para a partir de aqui, identificar y evaluar las que
correspondan frente al requisito analitico. El
proceso de validacion finaliza con una
conclusion y declaracion del cumplimiento o no
del requisito establecido. Si el requisito no se
cumple, el método requiere un mayor desarrollo.
Este proceso de desarrollo y evaluacion se
mantiene hasta que el método demuestra su
capacidad de cumplir el requisito.

En realidad, no es habitual acordar de antemano
con los clientes los requisitos analiticos.
Normalmente, los clientes definen sus requisitos
en términos de tiempo y/o costes y desconocen
los requisitos técnicos reales, aunque estos deben
estar bien establecidos cuando se trata de
métodos que dan apoyo a un requisito
reglamentario o al cumplimiento de wuna
especificacion. Por ejemplo, La Uniéon Europea
(EU) ha publicado requisitos para los analisis de
agua de consumo humano [36], para los analisis
relacionados con la directiva marco del agua
[37], para la determinacion de los niveles de
residuos de farmacos de uso veterinario en
alimentos de origen animal [38] y de residuos de
pesticidas en alimentos y piensos [39]. Sin
embargo, es usual dejar a la discrecion del
analista la decision del requisito de desempefio.
Esto supone, muy a menudo, establecer el
requisito en base a la capacidad conocida del
Método (por ejemplo, tal y como se publica en
métodos normalizados, lo observado en ensayos
de aptitud (PT) o las estimaciones de modelos
matematicos como la funcién de Horwitz [40]).
Limitaciones financieras pueden condicionar que
el desarrollo de un método que satisfaga unos

requisitos analiticos particulares sea
econémicamente viable, en cuyo caso debe
plantearse modificar los requerimientos o

repensar la justificacion de su puesta en rutina.
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Necesidad del cliente
a resolver.
Establecer requisitos
analiticos

Identlrﬁcar/mo.dlﬁcar Evaluarel Continuar con el
un método existente L | rendimiento del > desarollo del -
o desarrolrlar un método método
nuevo método SI

LEl (Revision (Es

método se de factible un
adectia al requisitos desarrollo
uso? analiticos? mayor?

NO

Edicion del informe Redefinir requisitos
de la validacion analiticpos

l '

Imposible utilizar el
método

[ Utilizar el método ]

Figura 1 — El proceso de validacion de un método: desde la necesidad del cliente hasta la decision del
laboratorio sobre la idoneidad del método. Nota: la validacion del método comporta una fase en la que se
evalia el desempeiio del método y se compara con los requisitos analiticos. Independientemente de los
datos de desempeiio existentes, la adecuacion al uso se determina por el comportamiento del método al ser
utilizado por un analista autorizado con los medios y equipos disponibles.
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Tabla 4 — Preguntas que pueden plantearse para formalizar un requisito analitico, y que relacionan las
caracteristicas de desempeiio con la seccién correspondiente en esta Guia

Pregunta Caracteristica de desempeifio Seccion | Nota

(Hay restricciones en los recursos y como se aplican

— el personal, el tiempo, el dinero, los equipos y los
reactivos, las instalaciones de laboratorio?

(Se require muestreo y submuestreo (y se realiza por

el laboratorio)?

(Hay limitaciones en el tamafio o disponibilidad de ) ) 2)

la muestra?

(Cual es la naturaleza quimica, bioldgica y fisica de

la matriz?

(El analito esta disperso o localizado?

(Se require una respuesta cualitativa o cuantitativa? Selectividad 6.1

LOD y LOQ 6.2

(Cuales son los analitos de interés presentes y los | Selectividad 6.1

niveles probables (%,ug g', ng g, etc)? ;Estan | LOD y LOQ 6.2

presentes en mas de una forma quimica (i.e. estados | Intervalo de trabajo y linealidad 6.3

de oxidacion, estereoisémeros), y es necesario

distinguir entre las diferentes formas?

(Qué magnitud requiere ser medida (‘el | Recuperacion 6.5

mesurando’)? ;Interesa medir la concentracion ‘total’

del analito presente o la ‘cantidad extraida’ bajo

condiciones concretas?

(Qué veracidad y precision se requieren? ;Cual es la | Veracidad y recuperacion 6.5

incertidumbre objetivo y como debe expresarse? Repetibilidad, precision
. . o 6.6 b)
intermedia, reproducibilidad
Incertidumbre 6.7

(Cuales son las interferencias mas probables del | Selectividad 6.1

analito(s)?

(Se han establecido tolerancias para los parametros | Robustez 6.8

criticos de desempefio del andlisis (i.e. tiempo de c)
extraccion, temperatura de incubacion)?

(Los resultados necesitan ser comparados con los de | Incertidumbre 6.7 b)

otros laboratorios?

(Los resultados necesitan ser comparados con | Incertidumbre 6.7 b)

especificaciones externas?

a) No todos los elementos de requerimiento analitico enlazan directamente con los requisitos de validacion pero
determinan de forma mas general en qué medida son aplicables técnicas particulares. Por ejemplo, pueden
emplearse diferentes técnicas si el analito estd disperso en la muestra o aislado en su superficie.

b) Un elemento esencial del requisito analitico es si es posible evaluar cuando un método es adecuado al uso
previsto, por lo que debe incluir la incertidumbre estimada expresada como incertidumbre estandar o
incertidumbre expandida.

¢) Los procedimientos normalizados publicados generalmente han demostrado ser rigurosos en el alcance del
procedimiento, es decir, tipos de matriz ¢ intervalo de trabajo. Por lo tanto, la verificacion del laboratorio
para la aplicacion de estos procedimientos normalmente no necesita incluir robustez.
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6 Caracteristicas de desempeiio de los métodos

6.1 Selectividad

6.1.1 Términos y definiciones

La selectividad analitica se relaciona con “e/
grado en el que un método puede ser utilizado
para determinar analitos particulares en mezclas
o matrices sin interferencias de otros
componentes de comportamiento similar” [41].

Las definiciones encontradas en diversos
documentos [7, 18, 42] concuerdan relativamente
con esta interpretacion. Si  bien IUPAC
recomienda el término “selectividad”, algunas
areas, p. ¢j. el sector farmacéutico [13], utiliza
“especificidad” o “especificidad analitica”. Este
ultimo término es recomendado para evitar
confusion con “especificidad diagnostica”, tal
cual se utiliza en medicina de laboratorio [43].

“«

6.1.2 Efectos de las interferencias

En general, se puede decir que los métodos
analiticos consisten de una etapa de medicion, la
cual puede o no ser precedida por una etapa de
aislamiento. En la etapa de medicion,
normalmente no se mide la concentracion de un
analito directamente. En su lugar, se cuantifica
una propiedad especifica (p. ¢j. la intensidad de
la luz). Por lo tanto, es crucial establecer que la
propiedad medida sélo se debe al analito y no a
algo quimica o fisicamente similar, o que surja
como una coincidencia, causando asi un sesgo en
el resultado de medicion. Puede ser necesario
que la etapa de medicion sea precedida por una
etapa de aislamiento para mejorar la selectividad
de un sistema de medicion.

Las interferencias pueden causar un sesgo al
exacerbar o disminuir la sefial atribuida al
mensurando. Usualmente, el grado en el que
ocurre este efecto para una matriz particular es
proporcional a la sefial y por lo tanto, en
ocasiones es denominado efecto “proporcional”.
Esto cambia la pendiente de la funcion de
calibracion pero no la ordenada en el origen. Este
efecto es también denominado “rotacional” [44].

Un efecto “traslacional” o “fijo” surge a partir de
una sefial producida por interferencias presentes
en la solucion de estudio. Por lo tanto, es
independiente de la concentracion del analito.
Usualmente, se le refiere como interferencia de
“fondo” o “linea de base”. Afecta a la ordenada
en el orgien en una funcion de calibracion, pero
no su pendiente.

No es inusual que ambos efectos proporcionales

y traslacionales se encuentren presentes
simultaneamente. El método de adiciones
estandar solo permite corregir los efectos
proporcionales.

6.1.3 Evaluacién de Ila selectividad

La selectividad de un procedimiento debe ser
establecida  para  métodos  desarrollados
internamente en el laboratorio, métodos
adaptados de la literatura cientifica y métodos
publicados por organismos de estandarizacion
utilizados fuera del alcance especificado en el
método estandar. Cuando los métodos publicados
por organismos de normalizacion son aplicados
dentro de su alcance, la selectividad usualmente
habra sido estudiada como parte del proceso de
normalizacion.

Generalmente, la selectividad de un método se
investiga estudiando su habilidad de medir el
analito de interés en muestras a la cuales se le
agregaron  intencionalmente  interferencias
especificas (aquellas que se considere probable
de encontrar en las muestras). En aquellos casos
donde no esté claro si las interferencias ya estan
presentes o no, la selectividad del método puede
ser investigada estudiando su habilidad de medir
el analito comparado con otros métodos
independientes. El Ejemplo 1 y el Ejemplo 2
junto con la Referencia Rapida 1 ilustra
consideraciones practicas sobre la selectividad.

Las técnicas de confirmacion pueden ser utiles
como medio para verificar identidades. Cuanta
mayor cantidad de evidencia pueda recaudarse,
mejor. Inevitablemente, es necesario alcanzar un
equilibrio entre el costo y tiempo invertido en la
identificacion del analito y la confianza con la
que uno decide si la identificacion se efectuo
correctamente.

Mientras que la evaluacion de repetibilidad
requiere que la medicion se repita varias veces
por una misma técnica, la confirmacion de la
identidad de un analito requiere que la medicion
se realice por varios métodos, preferentemente
independientes. La confirmacion incrementa la
confianza de la técnica en examen y es
especialmente  util cuando la  técnica
confirmatoria opera bajo principios
significativamente  diferentes. En  algunas
aplicaciones, por ejemplo, el andlisis de
compuestos  organicos  desconocidos  por

cromatografia gaseosa, el uso de técnicas
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confirmatorias es esencial. Cuando el método de
medicidn en evaluacion es altamente selectivo, el
uso de otras técnicas confirmatorias puede no ser
necesario.

Un aspecto importante de la selectividad que
debe ser considerado es el caso en el que un

analito pueda existir en la muestra en mas de una
forma, como ser: ligada o no, inorganica u
organometdlica, o en diferentes estados de
oxidacion. En ese caso, la definicion del
mensurando es critica para evitar confusion.

Ejemplo 1 — Cromatografia. Un pico en un
cromatograma puede ser identificado como
correspondiente al analito de interés basdndose en
que un MR conteniendo este analito genera una sefal
en el mismo punto en el cromatograma. Pero, ;la
sefial se debe al analito o a algo mas que
incidentemente co-eluye, es decir un efecto fijo? Es
posible que cualquiera de estas opciones sea cierta o
incluso ambas. La identificacion del analito
unicamente por este medio es poco confiable y por lo
tanto se necesita evidencia complementaria. Por
ejemplo, la separacién cromatografica podria
repetirse usando una columna de polaridad distinta,
empleando un principio de separacion diferente para
establecer si la sefial y la sefial generada por el MR
contintan apareciendo al mismo tiempo. Cuando un
pico se debe a mas de un compuesto, una columna de
polaridad diferente puede ser una buena forma de
separar estos compuestos. En muchos casos, los
instrumentos de espectrometria de masas modernos
pueden ofrecer una gran selectividad, p. ej.
cromatografia gaseosa o liquida con deteccion por
espectrometria de masas.

Ejemplo 2 — Espectroscopia. En espectroscopia
infrarroja, la identificacion de compuestos
desconocidos puede realizarse comparando sefial
de absorbancia (es decir “picos”) en el espectro del
analito con espectros de referencia almacenados en
una biblioteca espectral. Una vez que se considere
que la identificacion se realizd correctamente, se
deberia grabar el espectro de un MR del analito
con exactamente las mismas condiciones que la
muestra de estudio. Cuanta mayor cantidad de
picos coincidan entre el analito y el MR, mayor
confianza se puede tener en que la identificacion se
realizd  correctamente. Adicionalmente seria
beneficioso examinar como varia la forma del
espectro en funcion de cdmo se aisld y prepard el
analito para el analisis por infrarrojo. Por ejemplo,
si el espectro se grabé en un disco de sal, la
distribucion de tamafio de particula de la muestra
en el disco puede influenciar la forma del espectro.

Referencia Rapida 1 — Selectividad

. Cuantas Qué calcular/determinar a partir de la .
Qué hacer . g Comentarios
veces informacion
Analice muestras de 1 Use los resultados de las técnicas Decida qué cantidad
ensayo y MR por el confirmatorias para evaluar la capacidad | razonable de informacion
método candidato y del método para confirmar la identidad adicional es necesaria para
otros métodos del analito y su capacidad para medir el | conferir suficiente
independientes. analito aislado de otras interferencias. confiabilidad.
Analice muestras de 1 Examine el efecto de las interferencias. Si la deteccion o

ensayo conteniendo
varias interferencias
sospechadas en la
presencia de los
analitos de interés.

analitos?

(La presencia de la interferencia inhibe
la deteccion y cuantificacion de los

cuantificacion es inhibida por
las interferencias, sera
necesario continuar con el
desarrollo del método.

6.2 Limite de deteccion y limite de
cuantificacién

6.2.1 Términos y definiciones

Cuando las mediciones se realizan a
concentraciones bajas, existen tres conceptos
generales a considerar. En primer lugar, puede

ser necesario establecer un valor de resultado que
es considerado un nivel de analito
significativamente diferente de cero.
Regularmente, alguna accion es requerida a este
nivel, tal como declarar un material
contaminado. Este nivel es conocido como
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“valor critico”, “limite de decisiéon”, o segun
directivas de la UE, CCa [38].

En segundo lugar, es importante conocer la
concentracion mas baja del analito que puede ser
detectada por el método a un nivel de confianza
especificado. Es decir, ;a qué concentracion real
se excederd con seguridad el valor critico
descrito anteriormente? Los términos como
“limite de deteccion” (LOD), “valor minimo
detectable”, o, en las directivas de la UE, CCP
[38], son utilizados para este concepto.

En tercer lugar, es adicionalmente importante
establecer el nivel mas bajo en el cual el
desempefio es aceptable para una aplicacion
tipica. Este tercer concepto usualmente es
£eferido como el limite de cuantificacion (LOQ)

La terminologia relacionada con estos conceptos
es muy diversa y varia entre sectores. Por
ejemplo, los términos “limite de deteccion”
(LOD) o “limite detectable” (LD) previamente
no eran generalmente aceptados, aunque se
utilizaran en algunos documentos sectoriales [13,
38]. Sin embargo, ahora estan incluidos en el
VIM [7] y la IUPAC Gold Book [17]. ISO utiliza
como término general “valor minimo detectable
de la variable en estado neto” lo cual se traduce
para quimica como “la concentracion neta
minima detectable” [45, 46, 47, 48]. En esta Guia
los términos “valor critico”, “limite de deteccion
(LOD)” y “limite de cuantificacion (LOQ)” son
utilizados para los tres conceptos anteriores. En
validacion de métodos, comunmente se
determinan el LOD y el LOQ.

También es necesario distinguir entre el limite de
deteccion del instrumento y el limite de
deteccion del método. El limite de deteccion del
instrumento puede basarse en el analisis de una
muestra, usualmente un blanco de reactivo,
sometido directamente al instrumento (es decir,
omitiendo cualquier paso de preparacion de
muestra), o en la relacion sefial/ruido en p.ej. un
cromatograma. Para obtener el limite de
deteccion de un método, el LOD debe basarse en
el analisis de muestras que hayan sido sometidas
a todo el proceso de medicion obteniendo
resultados calculados con la misma ecuacién que
para las muestras de ensayo. El dato mas util
para la validacion del método es el limite de

* “ o, . .y . ro_ .
Algunos sinénimos utilizados incluyen “limite de
determinacion”, “limite de reporte” y “limite de
aplicacion”.

deteccion del método, por lo que sera el enfoque
para esta Guia.

Los siguientes parrafos describen la estimacion
experimental de LOD y LOQ. La base estadistica
para el calculo del LOD es suministrada en el
Anexo B. Dado que ambos el LOD y LOQ
dependen de la precision en, o cerca de, cero, la
Seccién 6.2.2 primero describe la estimacion
experimental de la desviacion estandar de
resultados cercanos a cero.

6.2.2 Determinacioén de la desviacion
estandar a niveles bajos

Ambos LOD y LOC normalmente se calculan
multiplicando una desviacion estandar (sg) por
un factor adecuado. Es importante que esta
desviacion estandar sea representativa de la
precision obtenida para muestras de ensayo
tipicas, y que se realicen suficientes réplicas de
medicion para brindar una estimacion confiable.
En esta seccion, la desviacion estandar s| se basa
en la desviacion estandar s, para un Unico
resultado cerca de cero, ajustado por cualquier
promedio o correccion por blanco utilizado en la
practica (véase abajo). Se discuten planteos
alternativos en la Seccion 6.2.5.

Los siguientes puntos deberian ser considerados
en el momento de determinar LOD y LOQ en un
experimento que consiste en una unica réplica.

Muestras adecuadas para estimar LOD y
LOQ: Las muestras usadas deberian ser
preferentemente o bien a) muestras blanco, es
decir, muestras que no tengan cantidades
detectables de analito, o b) muestras de ensayo
con concentraciones de analito cercanas o por
debajo del LOQ esperable. Las muestras blanco
funcionan bien en métodos en los cuales se
obtiene una sefial medible para un blanco, como
son la espectrofotometria y la espectroscopia
atomica. Sin embargo, para técnicas como la
cromatografia que se basan en detectar un pico
por encima del ruido, se requieren muestras con
niveles de concentracion cercanas o por encima
del LOD. Por ejemplo, estas pueden ser
preparadas mediante el fortificado de una
muestra blanco (véase Seccion 5.4). Cuando no
se encuentran disponibles muestras blanco o
muestras de ensayo con bajas concentraciones,
usualmente se pueden utilizar blancos de
reactivo’. Cuando estos blancos de reactivo no

" Existe confusion sobre la terminologia relacionada a
los blancos — para informacion adicional véase la
Seccion 5.4.1.
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son sometidos a todo el proceso de medicion, y
se presentan directamente frente al instrumento,
los calculos basados en estas mediciones daran
como resultado el LOD/LOQ del instrumento.

Cubrir el alcance del método: Para aquellos
métodos que cubren dentro de su alcance
matrices muy diversas, puede ser necesario
determinar la desviacion estandar para cada
matriz por separado.

Asegurr un replicado representativo: La
desviacion estandar deberia ser representativa del
desempefio del método tal como se aplica en el
laboratorio, es decir, la desviacion estandar debe
ser calculada basandose en resultados obtenidos
cuando el analisis se efectlla exactamente de
acuerdo a todo el procedimiento de medicién
documentado, incluyendo cualquier paso de
preparacion de muestra. Los valores usados para
calcular la desviacion estandar s, deberian
informarse en las unidades de medicién
especificadas en el procedimiento.

Condiciones de medicion: La desviacion
estandar se  obtiene normalmente  bajo
condiciones de repetibilidad y este es el

procedimiento descrito en esta seccion. Sin
embargo, se puede obtener una estimacion mas
confiable a partir del uso de condiciones de
precision intermedia. Este enfoque se discute con
mayor detalle en la Seccion 6.2.5.

Nimero de observaciones: El numero de
réplicas (m) deberia ser suficiente para obtener
un estimado adecuado de la desviacion estandar.
Tipicamente se consideran necesarias de 6 a 15
réplicas; usualmente se recomiendan 10 réplicas
en procedimientos/protocolos de validacion
(véase Seccion 6.2.5.1).

Considerar el promedio: En  varios
procedimientos de medicion se reporta el
promedio de las réplicas durante el uso de rutina
del método, donde cada replicado se obtiene
siguiendo el procedimiento de medicidén entero.
En este caso, la desviacion estindar de cada
resultado tUnico s, deberia ser corregida
dividiéndola por la raiz cuadrada de n, donde »
es el nimero de réplicas promediadas en el uso
de rutina.

Considerar el efecto de correcciones por el
blanco: Si se especifican correcciones por
blanco en el procedimiento de medicion, se debe
tener precaucion cuando se determina la
desviacion estandar utilizada para calcular LOD
0 LOQ. Si todos los resultados obtenidos durante
el estudio de validacion fueron corregidos por el

mismo valor de blanco — lo cual se recomienda
aqui por simplicidad — la desviacion estandar de
los resultados serd menor que la que se vera en la
practica cuando los resultados se corrijan por
diferentes valores de blanco obtenidos en
diferentes series. En este caso s, deberia ser

corregido multiplicandolo por /% + ni donde n
b

es el numero de réplicas de observaciones
promediadas cuando se dan resultados para los
que cada réplica es obtenida siguiendo la
totalidad del procedimiento de medicion, y nyes
el nimero de observaciones blanco usadas para
calcular la correccion del blanco. Hay que
considerar que bajo condiciones de precision
intermedia, los resultados se corregirdn por
valores de blanco diferentes, por lo que no es
necesario corregir la desviacion estandar (véase
Secciéon 6.2.5). El Ejemplo 3 ilustra estos
calculos y el diagrama de flujo en la Figura 2
resume las correcciones necesarias para el
promedio y la correccion del blanco.

Ejemplo 3 — Un ejercicio de validacion se basa en el
analisis de una muestra blanco. Diez (m) mediciones
independientes de una muestra blanco se realizan bajo
condiciones de repetibilidad. El promedio de estos
resultados tiene un valor de 2 mg kg' y una
desviacién estandar s, de 1 mg kg™

Caso 1- El procedimiento de medicidon establece
que las muestras de ensayo deberian ser medidas
una vez (n=1) y que los resultados deberian
corregirse por el resultado de una tinica muestra
de blanco de muestra (n,=1). En una serie de
mediciones cada corrida consiste de una Unica
réplica de muestras de rutina y una (n,) muestra
blanco. Entonces, la desviacion estandar para
calcular LOD/LOQ), segun la Figura 2 es igual a:

1= /l 1 /l 1_ = -1
So = Sp n+nb—1 1+1—1\/§—1,4mgkg

Caso 2 — El procedimiento de medicion establece
que las muestras de ensayo deberian ser
analizadas por duplicado (r=2) y también que la
muestra blanco deberia ser analizada por
duplicado. En una serie de mediciones cada serie
consiste en duplicados (n=2) de muestras de
rutina y dos (n,) muestras blanco. La
concentracion obtenida para las muestras de
rutina es corregida sustrayendo el valor promedio
de los dos blancos de muestra. Entonces, la
desviacion estandar para calcular LOD/LOQ,
segun la Figura 2 es igual a:

1= /l 1 /l 1_ -1
So = Sp n+nb—1 2+2—1mgkg
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A partir de resultados de m réplicas
de medida durante la validacion
calcular la desviacion estandar, So

(Los resultados se
corregiran por el

SI

blanco durante el
uso de rutina del
método?

NO

e

\ 4

Usar la desviacion estandar calculada, )‘

Sg, para calcular el LOD y LOQ

so es la desviacion estandar estimada de m resultados individuales en o cerca de concentracion cero.

s¢ es la desviacion estandar usada para calcular LOD y LOQ.

n es el numero de réplicas de observacion promediadas cuando se informan resultados donde cada réplica es
obtenida siguiendo enteramente el procedimiento de medicion.

n, es el nimero de observaciones de blanco promediadas cuando se calcula la correccion del blanco de acuerdo

al procedimiento de medicion.

Figura 2 — Célculo de la desviacién estindar, s; para ser usada en la estimacion de LOD y LOQ. El
diagrama de flujo comienza con una desviacion estindar experimental, s, calculada a partir de los
resultados de réplicas de medicion bajo condiciones de repetibilidad en una muestra de concentraciéon
cercana a cero, ya sea sin correccion de blanco o con una correccion de blanco aplicada a todos los
resultados segin lo especificado por el método. Esta correccion de blanco puede basarse en una
observacion de blanco o en un promedio de varias observaciones de blanco.
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6.2.3 Estimacion del LOD

Con el proposito de la validacion, normalmente
es suficiente con proveer un valor aproximado
del LOD, es decir, el nivel en el cual la deteccion
del analito se vuelve problematica. Para este
proposito sera normalmente suficiente el enfoque
de “3s” mostrado en la Referencia Réapida 2.

Cuando el trabajo ofrezca soporte para el
cumplimiento reglamentario 0 de
especificaciones, se requiere un enfoque mas
exacto, en particular teniendo en cuenta los
grados de libertad asociados con sy. Esto se
describe en detalle por la IUPAC [49] y otros
[50, 51]. Cuando el valor critico y/o el LOD son
usados para tomar decisiones, la precision
deberia ser monitoreada y los limites pueden
necesitar ser recalculados de vez en cuando.
Diferentes sectores y/o reglamentaciones pueden
usar diferentes enfoques en cuanto a la
estimacion del LOD. Se recomienda que la
convencion usada se detalle cuando se cite un
limite de deteccion. En ausencia de alguna linea
sectorial para la estimacion de LOD, los
enfoques dados en la Referencia Répida 2
pueden ser usados como tendencias generales.

Referencia Rapida 2 — Limite de deteccion (LOD)

6.2.4 Estimacion del LOQ

El LOQ es el minimo nivel de analito que puede
ser determinado con desempefio aceptable.
“Desempefio aceptable” es considerado de
diversas formas por diferentes guias incluyendo
precision y veracidad, o incertidumbre de
medicion [52].En la practica, sin embargo, el
LOQ se calcula de acuerdo a la mayoria de las
convenciones como la concentracion del analito
correspondiente a la desviacion estandar
obtenida (sg) a niveles bajos multiplicada por un
factor, kq. El valor por defecto para kg es 10
segun IUPAC [49] v si la desviacion estdndar es
aproximadamente constante a bajas
concentraciones este multiplicador corresponde a
una desviacion estandar relativa (RSD) de 10 %.
Los multiplicadores 5 y 6 también ha sido usados
ocasionalmente lo cual corresponde a valores de
RSD de 20 % y 17 % respectivamente [53, 54].
Véase mas en la Referencia [8] y la Referencia
Répida 3.

Qué hacer Cuantas Qué calcular a partir de Comentarios

veces los datos

a) Medidas replicadas de 10 Calcule la desviacion

muestras blanco, es decir estandar, s, de los

matrices que no contengan resultados.

cant@dades detectables del Calcule s, a partir de S

analito. siguiendo el diagrama de

o flujo de la Figura 2.

Medidas replicadas de la Calcule LOD como

muestra de ensayo con una _ ;

. 7, . LOD =3 X s;.
baja concentracion del analito.
b) Medidas replicadas de 10 Calcule la desviacion El método b) es aceptable cuando no es

blancos de reactivo. estandar, s, de los posible olzltener muestras blaﬁcp o
resultados. muestras de ensayo con una baja
0 , concentracion.

Calcule sy desde s
siguiendo el diagrama de

flujo de la Figura 2.

Cuando estos blancos de reactivo no son
sometidos a todo el procedimiento de
medicion, y se presentan directamente al
instrumento, los calculos resultaran en el
LOD del instrumento.

Medidas replicadas de blancos
de reactivos fortificados con
una baja concentracion del
analito. Calcule LOD como

LOD =3 X sg.

NOTAS

1) Para algunas técnicas analiticas, p. ¢j. Cromatografia, puede ser necesario fortificar muestras de ensayo conteniendo
una concentracion demasiado baja o blancos de reactivo, para obtener una desviacion estandar diferente de cero.

El procedimiento de medicion deberia ser repetido enteramente para cada determinacion.

La desviacion estandar se expresa en unidades de concentracion. Cuando la desviacion estandar se expresa en el
ambito de la sefial, el LOD es la concentracion correspondiente a la sefial del blanco yz + 3 X s;.

Un ejemplo corto de calculo de LOD en el ambito de la sefial se proporciona también en la Referencia [5].

2)
3)

4)
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Referencia Rapida 3 — Limite de cuantificacion (LOQ)

= A ¢ calcul i .
Qué hacer Cuantas Qué calcular a partir de Comentarios

veces los datos
a) Medidas replicadas de 10 Calcule la desviacion El valor del multiplicador kg
muestras blanco, es decir estandar, s, de los usualmente es 10, pero se usan
matrices que no contengan resultados. comunmente 0tros valores comoé 06
Ty e (basado en criterios de “adecuacion al
analito. Calcule s a partir de S BRIk

siguiendo el diagrama de

0 flujo de la Figura 2.
Medidas replicadas de la
muestra de ensayo con una
baja concentracion del Calcule LOD como
analito. LOQ = ko X 50
b) Medidas replicadas de 10 Calcule la desviacion El método b) es aceptable cuando no

blancos de reactivo.

o resultados.

Medidas replicadas de
blancos de reactivos
fortificados con una baja
concentracion del analito.

estandar, s, de los

Calcule sy desde s
siguiendo el diagrama de
flujo de la Figura 2.

es posible obtener muestras blanco o
muestras de ensayo con una baja
concentracion.

Cuando estos blancos de reactivo no
son sometidos a través de todo el
procedimiento de medicion, y se

Calcule LOD como presentan directamente al
LOQ = ko X 5. instrumento, los céalculos resultaran en
LY el LOQ del instrumento.
NOTAS
1) Para algunas técnicas analiticas, p. ¢j. Cromatografia, puede ser necesario enriquecer muestras de

ensayo conteniendo una concentracion demasiado baja o blancos de reactivo, para obtener una

desviacion estandar diferente de cero.
2)
3)

El procedimiento de medicion deberia ser repetido enteramente para cada determinacion.
La desviacion estandar se expresa en unidades de concentracion.

6.2.5 Procedimientos alternativos

Las secciones previas han descrito un método
general para estimar LOD y LOQ, basado en la
desviacion  estandar de  resultados en
concentraciones cercanas a cero, obtenidas en
condiciones de repetibilidad. Este enfoque es
aplicado extensamente pero hay disponibles
procedimientos alternativos en otras normas y
protocolos.

En algunos casos, p. ¢j. cuando los valores de
blanco difieren significativamente entre dias, las
condiciones de precision intermedia son
preferidas a las condiciones de repetibilidad. Por
ejemplo, si se encuentran disponibles resultados
de control de calidad para muestras de ensayo a
niveles de concentracion bajos, la desviacion
estandar de estos resultados puede ser utilizadas
en la estimaciéon de LOD y LOQ. Cuando la
desviacion estandar usada para calcular LOD y
LOQ se obtiene bajo condiciones de precision
intermedia, el ajuste para contemplar la

correccion del blanco mostrado en la Figura 2 no
es necesario. Por lo tanto la desviacion estandar
experimental obtenida a partir del control de
calidad interno es igual a la desviacion estandar
s¢ a utilizar para calcular LOD y LOQ. La ISO
11843-2 [46] describe como el LOD de un
instrumento puede ser obtenido directamente de
una curva de calibracion.

6.2.5.1 Fiabilidad de la estimacion del
LODyLOQ

Deberia tenerse en cuenta que aun con las 10
réplicas indicadas en la Referencia Rapida 2 y la
Referencia Répida 3, las estimaciones de la
desviacion  estandar son  inherentemente
variables. Por consiguiente, la estimacion de
LOD/LOQ obtenida durante la validacion
deberia ser tomada como un valor indicativo.
Esto sera suficiente si se necesita una estimacion
de LOD/LOQ simplemente para demostrar que
las concentraciones de las muestras se
encontraran muy por encima del LOD/LOQ. En
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casos donde se espere que las muestras de
laboratorio contengan concentraciones bajas del
analito, el LOD/LOQ deberia ser monitoreado
regularmente.

6.2.6 Capacidad de deteccion para
un analisis cualitativo

Un analisis cualitativo (Anexo D) involucra la
identificacion o clasificacion de substancias y es
efectivamente una respuesta “si”/’no” a una
concentracion de corte dada para un analito
[55].Para métodos cualitativos, la precision no
puede ser expresada como una desviacion
estandar o desviacion estandar relativa, pero

puede ser expresada como tasas de verdaderos y
falsos positivos y negativos.

En un estudio de validacion la concentracion de
corte puede ser determinada estableciendo las
tasas de falsos positivos y negativos en una
cantidad de niveles por encima y por debajo de la
concentracion de corte esperada. El limite de
corte, las tasas de falsos negativos son bajos para
concentraciones por encima del limite — con una
probabilidad establecida, p. ej. 5%. Durante la
validacion, se evalta el limite de corte propuesto
en el procedimiento documento. (Véase Ejemplo
4 y Referencia Rapida 4).

Ejemplo 4 — Determinacion de la concentracion de corte
para un método cualitativo con un nivel de corte
indicado igual a 100 pg L. Se registraron diez
observaciones a cada nivel. A partir de la curva que
representa la fraccion (en %) de resultados positivos
frente a la concentracion, fue posible determinar, por
inspeccion, la concentracion umbral a la cual el ensayo

se vuelve

poco fiable. Con un criterio < 5 % de

resultados falso negativos, la concentracion de corte esta

entre 100y 130 ug L™

C(ugL™ No. de resultados
positivos/negativos
150 10/0
130 10/0
100 9/1
75 5/5
50 1/9
20 0/10
10 0/10

100

80

60 4

40

20

Positive responce rate (%)

0 20 40

Concentration (ug L")

60 80

100 120 140 160

Referencia Rapida 4 — Limite de deteccion (LOD) para analisis cualitativos

. Cuantas . ] .
Qué hacer veces Qué calcular/determinar a partir de los datos
Mida en orden aleatorio, muestras 10 Se deberia construir una curva de respuesta de

blanco enriquecidas con el analito en
un intervalo de niveles de
concentracion.

porcentajes de resultados positivos o negativos frente
a la concentracion, de la cual sera posible determinar,
por inspeccion, la concentracion umbral a la cual el
ensayo se vuelve poco confiable.
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6.3 Intervalo de trabajo

6.3.1 Definicion

El ‘intervalo de trabajo’” es el intervalo en el cual
el método proporciona resultados con una
incertidumbre aceptable. El extremo inferior del
intervalo de trabajo estd determinado por el
limite de cuantificacion, LOQ. El extremo
superior del intervalo de trabajo est4 definido por
las concentraciones a las cuales se observan
anomalias significativas en la sensibilidad
analitica. Un ejemplo de esto es el efecto meseta
a altos valores de absorbancia en la
espectroscopia UV/VIS.

6.3.2 Consideraciones para el
estudio de validaciéon

El intervalo de trabajo del método que se va a
validar, debe indicarse en el alcance del
procedimiento documentado (ver A.5 del anexo
A). Durante la validacion, es necesario confirmar
que el método puede utilizarse en este intervalo.
Para evaluar el intervalo de trabajo, el laboratorio
tiene que considerar tanto la linealidad del
método como el procedimiento de calibracion
propuesto indicado en el método.

6.3.3 Intervalo de trabajo del método
y del instrumento

Muchos métodos se basan en que la muestra de
ensayo recibida en el laboratorio (la muestra de
laboratorio) sea procesada (digerida, extraida,
diluida) antes de que pueda presentarse al
instrumento de medicion y se registre una sefal.
En estos casos, hay dos intervalos de trabajo. El
intervalo de trabajo del método, dado en el
alcance del método (por ejemplo, seccion A.5 del
anexo A), se relaciona con la concentracion de la
muestra de laboratorio. Se expresa, por ejemplo,
en mg kg-1 para una muestra de ensayo soélida.
El intervalo de trabajo del instrumento esta
definido en términos de la concentracién de una
muestra de ensayo procesada presentada al
instrumento para su medicion (por ejemplo, mg
L' en una solucion después de extraer la
muestra). En la Figura 3A se da un ejemplo del
intervalo de trabajo de un instrumento en el que
se representa la sefial del instrumento en funcion
de las concentraciones de los patrones de
calibracion. En la Figura 3B se da un ejemplo del
intervalo de trabajo de un método en el que se
grafican la concentracion medida en funcién de
las concentraciones conocidas de la muestra de

" El término del VIM [7] es ‘intervalo de medicion’ o
‘intervalo de trabajo’

ensayo. La concentracion medida es el resultado
obtenido aplicando el procedimiento de medicion
(incluyendo cualquier preparacion de muestras)
usando el instrumento calibrado de acuerdo con
el método documentado.

Durante la validacion, se debe evaluar tanto el
intervalo de trabajo del instrumento como el del
método. Los datos sobre el intervalo de trabajo a
menudo se generan durante el desarrollo del
método. En tales casos, sera suficiente incluir
estos datos en el informe de validacién.

6.3.4 Evaluacion del intervalo de
trabajo del instrumento

Entre el LOQ y el extremo superior del intervalo
de trabajo del instrumento, la respuesta de éste
sigue una relacion conocida, por ejemplo, lineal,
curvilineal, etc. Durante la validacion, es
necesario 1) confirmar esta relacidon, ii)
demonstrar que el intervalo de trabajo del
instrumento es compatible con el rango indicado
en el alcance del método, y iii) verificar que el
procedimiento de calibracion instrumental
propuesto  (un  solo punto, bracketing,
multipunto) sea adecuado.

Para evaluar el intervalo de trabajo del
instrumento y confirmar su aptitud para el uso, se
deberian estudiar patrones de calibracion con un
alcance de concentracion que sobrepase el rango
de concentracion esperado en = 10 % o incluso
+ 20 % y graficar las sefiales (ver paso 1 de la
Referencia Rapida 5). Para un rango de 1 a
100 mg L, + 20 % indica de 0,8 a 120 mg L™
Se deben espaciar uniformemente las
concentraciones seleccionadas en el rango. La
evaluacion inicial del intervalo de trabajo se
realiza mediante una inspeccion visual de la
curva de respuesta. El siguiente paso es
confirmar la relacion entre la concentracion y la
respuesta del instrumento revisando las
estadisticas de regresion y el grafico de
residuales del modelo elegido (por ejemplo,
lineal, cuadratico) (ver paso 2 de la Referencia
Rapida 5). La evaluacion también puede incluir
medidas estadisticas especiales, tales como
pruebas de la ‘bondad del ajuste’ [56, 57]. A
partir de la curva de respuesta y las estadisticas
de apoyo obtenidas en el intervalo de trabajo del
instrumento, el analista puede evaluar si el
procedimiento de calibracion propuesto indicado
en el método es apropiado. Ademas, esto se
determina evaluando el intervalo de trabajo del
método.
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Figura 3 — A) Ejemplo tipico de una curva de respuesta obtenida con un método instrumental. Se
identifican las caracteristicas de desempeifio ‘intervalo de trabajo’, ‘intervalo lineal’, ‘sensibilidad
analitica’, ‘LOD’ y ‘LOQ’. B) Ejemplo tipico de una curva obtenida con un procedimiento de medicién en
el que se representa la concentracion medida en funcion de la concentracion de la muestra de ensayo.

6.3.5 Evaluacion del intervalo de
trabajo del método

Para evaluar el intervalo de trabajo del método,
1) muestras con concentraciones conocidas y
blancos de muestra deberian estar disponibles; 2)
las muestras utilizadas deberian someterse al
procedimiento de medicion completo; 3) las
concentraciones de las diferentes muestras deben
cubrir, de preferencia, todo el rango de interés; y
4) el instrumento deberia haber sido calibrado de
acuerdo con el procedimiento de calibracion
propuesto. El resultado de medicion para cada
muestra de ensayo se calcula de acuerdo con el
procedimiento documentado (ver el paso 3 en la
Referencia Rapida 5). Estos valores se grafican
en el eje y en funcion de las concentraciones
conocidas de las muestras (eje x) como en la
Figura 3B.

El intervalo de trabajo y la linealidad del método
se evalian mediante una inspeccion visual del
grafico, con el apoyo de estadisticas y un grafico
de residuales de una regresion lineal.

La evaluacion del intervalo de trabajo se
sustentard con datos de estudios de precision y
sesgo (ver Secciones 6.5.2 y 6.6.2.1), siempre
que estos estudios cubran las concentraciones en
todo el intervalo de trabajo del método.

Se debe establecer el intervalo de trabajo del
método para cada matriz cubierta en el alcance
del método. Esto se debe a que las interferencias
pueden producir respuestas no lineales, y la
capacidad del método para extraer/recuperar el
analito puede variar con la matriz de la muestra.
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Referencia Rapida 5 — Intervalo de trabajo e intervalo lineal

Qué hacer Cuantas Qué calcular a partir de los datos Qué hacer
veces
1) Medir un blanco 1 Graficar la respuesta (eje y) en | Esto dara una confirmacion visual de si
mas  patrones  de funcion de la concentracion (eje x). el intervalo de trabajo del instrumento
calibracion, a 6-10 . . es lineal o no.
. Examinar visualmente para
concentraciones . . . . ~
e identificar el rango lineal aproximado | Nota: Cuando la sefial no es
. y los limites superior e inferior del | directamente  proporcional a la
uniformemente en el ’ . . ., . .
. intervalo de trabajo del instrumento. concentracion, por ejemplo, al trabajar
rango de interés. bt
con pH u otros electrodos de i6n
Luego pasa a 2) . . . .
selectivo o métodos inmunométricos,
se requiere una transformacion de los
valores medidos antes de que se pueda
evaluar la linealidad.
2) Medir un blanco 1 Graficar la respuesta (eje ») en | Esta etapa es necesaria para ensayar un
mas patrones de funcion de la concentracion (eje x). | intervalo de trabajo, que se considere
calibracion, 2-3 veces Examinar visualmente para | lineal y especialmente en el que el
a 6-10 determinar valores atipicos que quiza | método utilice una calibraciéon de dos
concentraciones no se reflejen en la regresion. puntos.
espaciadas . . . ., ,
P Calcular las estadisticas de regresion | Si la  desviacion  estandar  es
uniformemente en el . . -,
. apropiadas. Calcular y graficar los proporcional a la concentracion,
rango lineal. . ) . . . ,
residuales (la diferencia entre el valor | entonces considerar utilizar un calculo
observado de y y el valor calculado de regresion ponderado en vez de una
de y pronosticado por la linea recta, regresion lineal no ponderada simple.
para cada valor de x). La distribucion . . ,
. . Es peligroso eliminar un valor atipico
aleatoria de residuales en torno a cero | . : . .
. . sin verificarlo primero utilizando otras
confirma la linealidad. Las .. .
o Y mediciones a concentraciones cercanas.
tendencias sistematicas indican la no
linealidad o un cambio de varianza En ciertas circunstancias, para la
con el nivel. calibracion de instrumentos, puede ser
mejor tratar de ajustar una curva no
lineal a los datos. En ese caso, se debe
incrementar el numero de muestras.
Por lo general, no se recomienda el uso
de funciones superiores a las
cuadraticas.
3) Calibrar el 1 Graficar la concentracion medida (eje | Este paso se requiere para evaluar si el

instrumento de
acuerdo con el
procedimiento de
calibracion propuesto.
Medir, de acuerdo con
el método
documentado, un
blanco mas materiales
de referencia o blancos
de muestra
adicionados 2-3 veces
a 6-10 concentraciones
espaciadas
uniformemente en el
rango de interés.

y) en funcion de la concentracion de
las muestras de ensayo (eje x).

Examinar visualmente para
identificar el rango lineal aproximado
y los limites superior e inferior del
intervalo de trabajo.

Calcular las estadisticas de regresion
apropiadas. Calcular y graficar los
residuales (la diferencia entre el valor
observado de y y el valor calculado
de y pronosticado por la linea recta,
para cada valor de x). La distribucion
aleatoria de residuales en torno a cero
confirma la linealidad. Las tendencias
sistematicas indican la no linealidad.

rango propuesto del instrumento y el
procedimiento de calibracion son aptos
para el uso.

Si pueden encontrarse datos en estudios
de precision y sesgo que cubren el
rango de interés, quizés no se requiera
otro estudio del intervalo de trabajo del
método.
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6.4 Sensibilidad analitica

6.4.1 Definicion

La sensibilidad analitica es la variacion de la
respuesta del instrumento que corresponde a una
variacion de la magnitud medida (por ejemplo,
una concentracion de analito), es decir, el
gradiente de la curva de respuesta [7, 18]. Se
recomienda utilizar el adjetivo ‘analitica’ para
evitar confusion con el término ‘sensibilidad de
diagnodstico’ utilizado en laboratorios de
medicina [43]. A veces se utiliza el término
‘sensibilidad’ para referirse al limite de
deteccion, pero se desaconseja este uso en el
VIM.

6.4.2 Aplicaciones

La sensibilidad analitica no es una caracteristica
de desempefio muy importante. Sin embargo,
existen al menos dos aplicaciones utiles:

1. A veces se conoce la sensibilidad analitica
teorica. Muchos electrodos de i6n selectivo
muestran un comportamiento Nernstiano, i.e.,
se espera que la sefial de un electrodo de
vidrio que funcione bien, varie en 59 mV/pH.

2. En sistemas de medicion espectrofotométrica,
se puede predecir la absorbancia a partir de la

Tipo de error

Descripcion cualitativa

ley de Beer-Lambert. Esto puede utilizarse
como una verificacion del desempefio del
instrumento, y a veces las normas exigen
realizar dichas verificaciones [58].

6.5 Veracidad

6.5.1 Terminologia para describir la
calidad de medicion

En esta Guia, utilizamos las tres caracteristicas
de desempefio relacionadas, veracidad, precision
e incertidumbre para describir la calidad de los
resultados obtenidos con un método. Sin
embargo, los cientificos con frecuencia utilizan
diferentes conceptos, tales como tipos de error
(errores aleatorios, sistematicos y groseros),
exactitud  (veracidad y  precision) e
incertidumbre. Algunos de estos conceptos
tienen un significado cualitativo y otros son
cuantitativos. Con los afios, los términos asi
como las definiciones han cambiado, y se han
introducido nuevos términos. Ademas, sectores
diferentes siguen prefiriendo términos diferentes,
todo lo cual conduce a mucha confusiéon. La
Figura 4 ilustra las relaciones entre los términos
y se dan mayores detalles en el VIM [7] y la
Guia Eurachem sobre terminologia [8].

Medida cuantitativa

error sistematico —_— veracidad . sesgo
l l usesgo
v
error (total) . exactitud —— incertidumbre
L medidas de dispersion
error aleatorio — precision —_— (s, RSD...) en condiciones
especificadas

Figura 4 — Ilustracion de las relaciones entre algunos conceptos fundamentales utilizados para describir la
calidad de los resultados de medicion (basada en el trabajo de Menditto et al. [S9]).Una evaluacion de la
incertidumbre de acuerdo con GUM [21] supone una correccién por sesgo conocido y que la
incertidumbre de la correccion del sesgo u., esta incluida en la declaracion final de incertidumbre. Esto
se infiere de la flecha punteada que aparece debajo del recuadro 'sesgo'. Tanto el concepto de exactitud
como el concepto de incertidumbre suponen que las mediciones se realizan de acuerdo con el
procedimiento documentado y que no se incluyen los efectos de los 'errores groseros' (equivocaciones).
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La ‘exactitud’ de medicion expresa la
proximidad de un unico resultado a un valor de
referencia * [29, 48]. (para una definicion exacta,
ver VIM 2.13). La validacion de métodos trata de
investigar la exactitud de los resultados
evaluando los efectos sistematicos y aleatorios
sobre resultados individuales. Por lo tanto,
normalmente la exactitud se estudia como dos
componentes: ‘veracidad’ y ‘precision’. Ademas,
una expresion cada vez mas comun de exactitud
es ‘'"incertidumbre de mediciéon', la cual
proporciona un solo valor. La evaluacion de
veracidad se aborda a continuacion, mientras que
la precision se trata en la Seccion 6.6 y la
incertidumbre, en la Seccion 6.7.

‘Veracidad’ de medicion es una expresion de la
proximidad de la media de un niimero infinito de
resultados (producidos con el método) a un valor
de referencia. Puesto que no es posible realizar
un numero infinito de mediciones, no se puede
medir la veracidad. Sin embargo, podemos
realizar una evaluacion practica de la veracidad.
Por lo general, esta evaluacion se expresa
cuantitativamente en términos de 'sesgo'.

6.5.2 Determinacion del sesgo

Una determinacion practica del sesgo se basa en
la comparacion de la media de los resultados( x )
del método candidato con un valor de referencia

adecuado  (Xx.).*Existen  tres  enfoques

generales: a) analisis de materiales de referencia,
b) experimentos de recuperacion utilizando
muestras adicionadas, y c¢) comparacion con
resultados obtenidos mediante otro método — ver
Referencia Rapida 6. Los estudios de sesgo
deben cubrir el alcance del método y, por lo
tanto, pueden requerir el andlisis de diferentes
tipos de muestra y/o diferentes niveles de analito.
Para lograr esto, se puede requerir una
combinacion de estos enfoques diferentes.

El sesgo puede expresarse en términos absolutos

b=%— X (Ec. 1)

o en términos relativos en porcentaje

b(%) = =2l 5 100 (Ec. 2)

Xref

0 como recuperacion relativa de adiciones

X . .
A veces al valor de referencia se le denomina ‘valor
verdadero’ o ‘valor convencionalmente verdadero’.

x'-x

x 100

R' (%) = (Ec. 3)

Xadicién
donde x'es el valor medio de la muestra
adicionada y x,4;cisn €S la concentracion afiadida.

Sin embargo, en algunos sectores de medicion
analitica, también se utiliza la recuperacion
relativa ('recuperacion aparente’) en porcentaje
[60].

R(%) = xif x 100 (Ec. 4)

Para determinar el sesgo utilizando un MR, se
determinan la media y la desviacion estandar de
una serie de mediciones repetidas y se comparan
los resultados con el valor asignado para la
propiedad del MR. El MR ideal es un material de
referencia de matriz certificado con valores de
las propiedades proximos a los de las muestras
de ensayo de interés. Se acepta en general que
los MRC proporcionan valores trazables [61, 62].
También es importante recordar que un
determinado MR deberia utilizarse unicamente
para un fin durante un estudio de validacion. Por
ejemplo, un MR usado para la calibracion no
deberia utilizarse para evaluar el sesgo.

En comparacion con la amplia variedad de tipos
de muestra y analitos que los laboratorios
encuentran, la disponibilidad de MR es limitada,
pero es importante que el material seleccionado
sea apropiado para su uso. Puede ser necesario
considerar como fue caracterizado el MR, por
ejemplo, si el procedimiento de preparacion de
muestras utilizado durante la caracterizacion del
material no tiene por objeto dar la concentracion
total del analito sino la cantidad extraida en
ciertas condiciones. Para trabajos normativos, se
debe utilizar un material certificado adecuado,
idealmente de la misma matriz si esta disponible.
Para métodos usados en trabajos internos a largo
plazo, se puede utilizar un material interno
estable para monitorear el sesgo, pero se deberia
utilizar un MRC en la evaluacion inicial.

En ausencia de MR adecuados, se pueden utilizar
estudios de recuperacion (experimentos con
adiciones) para dar una indicacién del nivel de
sesgo probable. Los analitos pueden estar
presentes en una variedad de formas en la
muestra y a veces solo algunas de éstas son de
interés para el analista. De este modo, el método
puede disefiarse deliberadamente para determinar
solo una determinada forma del analito. La
incapacidad de un método para determinar todo o
parte del analito presente puede reflejar un
problema inherente al método.
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Por consiguiente, es necesario evaluar la
eficiencia del método para detectar todo el
analito presente [60, 63].

Debido a que por lo general no se conoce la
cantidad de un determinado analito que esta
presente en una porcion de ensayo, es dificil
estar seguro de cuanto éxito ha tenido el método
para extraer el analito de la matriz de muestra.
Una forma de determinar la eficiencia de
extraccion es adicionar porciones de ensayo con
el analito en diferentes concentraciones, luego
extraer las porciones de ensayo adicionadas y
medir la concentracion del analito. EI problema
inherente a este proceso es que el analito
introducido de esta manera probablemente no
estara tan fuertemente ligado como el que esta
naturalmente presente en la matriz de la porcion
de ensayo y, por lo tanto, la técnica dara una
falsa impresion de una alta eficiencia de
extraccion.

Puede ser posible evaluar el sesgo comparando
los resultados del método candidato con los
obtenidos de un método alternativo. Pueden
encontrarse dos tipos generales de método
alternativo - un método de referencia o un
método que actualmente se utiliza de manera
rutinaria en el laboratorio. Un método de
referencia tiene por objeto proporcionar un ‘valor
de referencia aceptado’ para la propiedad medida
y por lo general dar4 resultados con una menor
incertidumbre que el método candidato. Un
determinado tipo de método de referencia es un
método primario.” El segundo caso se presenta
cuando el propdsito de la validacion es demostrar
que el método candidato da resultados que son
equivalentes a los de un método existente. Aqui
el objetivo es establecer que no hay un sesgo
significativo en relacion con los resultados
generados por el método existente (aunque este
método por si mismo puede estar sesgado).

‘Método primario’: un método que tiene las
cualidades  metrolégicas mas  altas, cuyo
funcionamiento se describe completamente y se
entiende en términos de unidades SI y cuyos
resultados son aceptados sin referencia a un patron de
la misma magnitud (CCQM). El término
correspondiente del VIM (ver 2.8 en [7 es
‘procedimiento de medicion de referencia primario’

En ambos casos, se comparan los resultados del
método candidato y del método alternativo, para
la misma muestra o muestras. La muestra o
muestras pueden ser MR internos, o simplemente
muestras de ensayo tipicas. La ventaja de este
enfoque es que los materiales no tienen que ser
MRC puesto que el método alternativo
proporciona el valor de referencia. Por lo tanto,
se puede poner a prueba el método en muestras
'reales' que sean representativas de las que el
laboratorio encontrara de manera rutinaria.
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Referencia Rapida 6 — Veracidad

Qué hacer Cuantas Qué calcular a partir de los Comentarios
veces datos
a) Medir el MR 10 Comparar el valor medio, X con | Da una medida del sesgo tomando en
utilizando el método el valor de referencia x,.; para el | cuenta los efectos del sesgo del
candidato. MR. Calcular el sesgo, b, el método y del laboratorio.
sesgo relativo en porcentaje, b
(%) o la recuperacion relativa en
porcentaje (recuperacion
aparente).
b =X — Xref
X —X f
b(%) = ——=x100
ref
b
R(%) = x 100
ref
b) Medir blancos de 10 Comparar la diferencia entre el Se deben comparar las muestras
matriz o muestras de valor medio de adiciones X' y el | adicionadas con la misma muestra no
ensayo no valor medio X, con la adicionada para evaluar la
adicionadas y concentracion afiadida Xagicion. recuperacion neta de la adicion.
adicionadas con el Calcular la recuperacion relativa . .
. o . o Las recuperaciones a partir de
analito de interés en de adiciones R’ (%) a las 2
. . . muestras adicionadas o blancos de
un intervalo de diferentes concentraciones: . ; :
. matriz generalmente seran mejores
concentraciones. :
7 — que para muestras de rutina en las
R'(%) = x 100 cuales el analito estd mas fuertemente
adicién ligado.
¢) Medir el 10 ¢) Medir el MR/muestra de Da una medida del sesgo en relacion
MR/muestra de ensayo utilizando el método con el método alternativo. El método

ensayo utilizando el
método candidato y
el método
alternativo.

candidato y el método
alternativo

b:f_xref

.
b(%) = = 2ref

ref

100

X
R(%) = — x 100

Xref

alternativo puede ser un método de
referencia o, si la intencién es
sustituir un método por otro y hace
falta demostrar el desempefio
equivalente, un método utilizado
actualmente en el laboratorio.

El método alternativo por si mismo
puede estar sesgado, en cuyo caso el
experimento no dard una medicion
absoluta de la veracidad.

NOTA El sesgo puede variar con la matriz y el nivel de concentracion, lo cual significa que el numero de
matrices y niveles de concentracion que se va a examinar, debe indicarse en el plan de validacion.
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6.5.3 Interpretacion de las
mediciones de sesgo

La Figura 5 muestra dos componentes del sesgo,
denominados aqui ‘sesgo del método’ y ‘sesgo
del laboratorio’.

El sesgo del método surge de los errores
sistematicos inherentes a éste,
independientemente del laboratorio que lo
utilice. El sesgo del laboratorio surge de errores
sistematicos  adicionales  especificos  del
laboratorio y la interpretacion que éste hace del
método. En forma aislada, un laboratorio solo
puede calcular el sesgo combinado (total) a partir
de estas dos fuentes. Sin embargo, en la
verificacion del sesgo, es importante conocer las
convenciones correspondientes al proposito
especifico. Por ejemplo, para algunas
aplicaciones en alimentos, los limites normativos
se establecen en términos de los resultados
obtenidos del método normalizado empirico
('definido  operativamente') especificado. El
sesgo del método para procedimientos de
medicion 'empiricos' es, por definicidon, cero. En
ese caso, el sesgo que surge Unicamente del
método especifico (ver Figura 5 se ignora, y la
comparabilidad  metrolégica  con  otros
laboratorios que utilizan el mismo método, es la
principal preocupaciéon. En esta situacion, el
laboratorio deberia determinar idealmente el
sesgo utilizando un material de referencia
certificado con el método especifico, normativo
0 empirico, que es objeto de investigacion, en
cuyo caso se aplican las directivas habituales
para la verificacion e interpretacion del sesgo.
Cuando no esta disponible dicho material, o para
agregar mas informacion, el laboratorio puede

Valor medido
(media de laboratorio)

utilizar materiales alternativos, pero deberia tener
cuidado de considerar cualquier diferencia
conocida entre el método objeto de investigacion
y el método o métodos utilizados para obtener el
valor de referencia cuando interpreta los
resultados.

Para cumplir con un determinado requisito
analitico, el mismo analito puede medirse
utilizando varios instrumentos de medicion
diferentes en muchos puntos dentro de la misma
organizacion. En este caso, numerosas y
complejas fuentes de sesgo surgen dentro de la
organizacion. En esta situacion comun y
compleja, la organizacion puede establecer
procedimientos para calcular una incertidumbre
representativa que cubra  todos los
puntos/instrumentos para cada aplicacion. Esta
deberia utilizar, de preferencia, material que
tenga las mismas propiedades, incluyendo la
matriz de muestra, para las muestras que se
pretende medir. El andlisis de componentes de
varianza puede utilizarse para identificar las
principales causas de la variacion que
contribuyen a la incertidumbre de medicion
general, permitiendo acciones de seguimiento
para reducir las diferencias en la organizacion.

Sin embargo, para la mayoria de los propdsitos,
la aceptabilidad del sesgo deberia decidirse sobre
la base del sesgo general medido en relacion con
MR, materiales adicionados o métodos de
referencia apropiados, tomando en cuenta la
precision del método y cualquier incertidumbre
de los valores de referencia, y la exactitud
requerida para el uso final. Se recomiendan las
pruebas de significacion estadistica [64, 65].

Valor de referencia

Sesgo total
ol = = = = m e >
Media
interlaboratorios
! i
] !
! !
: i
1 1
Sesgo del laboratorio E Sesgo del método i
S e Tt e R e >
1

Figura 5 — El sesgo medido total esti compuesto del sesgo del método y el sesgo del laboratorio. Nota:
Aqui se muestra el sesgo de laboratorio y el sesgo del método actuando en la misma direccion. En

realidad, no siempre es este el caso.
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6.6 Precisiéon
6.6.1 Repeticion

La repeticion es esencial para obtener
estimaciones fiables de caracteristicas de
desempefio del método, tales como la precision y
el sesgo. Los experimentos que implican analisis
repetidos deben ser disefiados para tener en
cuenta todas las variaciones en las condiciones
operativas que se pueden esperar durante el uso
rutinario del método. El objetivo deberia ser
determinar la variabilidad tipica y no Ila
variabilidad minima.

6.6.2 Condiciones de precision

Precision (precision de la medida) es una medida
de cuan cerca estan los resultados entre si [7, 29].
Por lo general, se expresa mediante parametros
estadisticos que describen la propagacion de los
resultados, tipicamente la desviacion estandar (o
desviacion estandar relativa), calculada a partir
de los resultados obtenidos mediante Ia
realizacion de mediciones repetidas en un
material adecuado en condiciones especificas.
La decision sobre las "condiciones especificas"
es un aspecto importante de la evaluacion de la
precision de la medida - las condiciones
determinan el tipo de estimacion obtenida de la
precision.

“Repetibilidad de medicion” y “reproducibilidad
de medicion” representan las dos medidas de
precision que se pueden obtener. La
documentacion de métodos estandarizados (por
ejemplo de ISO) incluird normalmente tanto la
repetibilidad y reproducibilidad de datos, donde
sean aplicables.

Repetibilidad, supone dar la mdas pequena
variacion en los resultados, es una medida de la
variabilidad en los resultados cuando una
medicion se lleva a cabo por un solo analista
utilizando el mismo equipo en un corto plazo de
tiempo.”

Reproducibilidad, supone dar la mayor variacion
en los resultados, es una medida de Ila
variabilidad en los resultados entre laboratorios.’

" La repetibilidad se refiere algunas veces como
precision “dentro de la serie de medida”, “dentro de
un lote” o “intra-ensayo”.

" En validacién, reproducibilidad se refiere a la
variacion entre laboratorios utilizando el mismo
método. Reproducibilidad también puede referirse a la
variacion observada entre laboratorios utilizando
diferentes métodos, pero con la intencion de medir la
misma magnitud [7].

Entre estos dos extremos, “la precision
intermedia (de medida)” ofrece una estimacion
de la variacion en los resultados cuando las
mediciones se realizan en un solo laboratorio,
pero en condiciones que son mas variables que
las condiciones de repetibilidad. Las condiciones
exactas utilizadas deben establecerse en cada
caso. El objetivo es obtener una estimacion de la
precision que refleje todas las fuentes de
variacion que se producirdn en un solo
laboratorio en condiciones de rutina (diferentes
analistas, periodos de tiempo prolongado,
diferentes piezas de equipos etc.).*

6.6.2.1 Estimacion de la precision
aspectos generales

La precision es generalmente dependiente de la
concentracion de analito, y asi debe determinarse
en una serie de concentraciones a través del
intervalo de interés. Esto podria incluir una
concentracion particular de interés (tal como un
limite reglamentario) mas concentraciones a los
limites del intervalo de medicion. Si procede, la
relacion entre la precision y la concentracion de
analito debe estar establecida. En los casos en
que la concentracion medida estd muy por
encima del limite de deteccidn, la precision que
se determina, es a menudo proporcional a la
concentracion de analito. En tales casos, puede
ser mas apropiado expresar la precision como
una desviacion estandar relativa ya que ésta es
aproximadamente constante a lo largo del rango
de interés.

Para los métodos cualitativos, la precision no se
puede expresar como una desviacion estandar o
desviacion estandar relativa, pero puede
expresarse como tasas verdaderos y falsos
positivos (y negativos) [55] (ver la Seccion
6.2.6).

La evaluacion de la precision requiere la
realizacion de mediciones repetidas en materiales
adecuados. Los  materiales deben  ser
representativos de las muestras de ensayo en
términos de la matriz y la concentracion de
analito, la homogeneidad y la estabilidad, pero
no necesitan ser MRC. Las réplicas también
deben ser independientes, esto es, todo el
proceso de medicion, incluyendo los pasos de
preparacion de muestras, debe repetirse. El
nimero minimo especificado de repeticiones

* La precision intermedia hace referencia a veces a "la
reproducibilidad dentro del laboratorio”, “variacién
entre series de medida”, “variacién entre lotes” o
“variacion inter-ensayo”.
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varia con los diferentes protocolos, pero esta
tipicamente entre 6 y 15 para cada material
utilizado en el estudio.

Debe tenerse en cuenta que es dificil de estimar
una desviacion estandar fiable a partir de
conjuntos de datos con pocas repeticiones. De ser
admisible, los valores calculados a partir de
varias pequefias series de mediciones repetidas se
pueden combinar (agrupar) para obtener
estimaciones con suficientes grados de libertad.

Algunos disefios experimentales, analizados
mediante analisis de varianza (ANOVA), son
una forma eficiente de obtener estimaciones de
repetibilidad y precision intermedia con un
numero adecuado de grados de libertad (ver la
Seccién 6.6.4 y el Anexo C para una explicacion
mas detallada de este método). Ver la Referencia
Répida 7 para obtener informacion sobre los
experimentos para evaluar la precision.

6.6.3 Limites de precision

La desviacion estandar s es ttil para calcular un
"limite de precision” [29, 48]. Esto permite al
analista decidir si existe una diferencia
significativa, a un determinado nivel de
confianza, entre los resultados de los analisis por
duplicado de una muestra obtenida en
condiciones  especificadas. El limite de
repetibilidad (r) se calcula como sigue:

}’Z\/EXtXSr (EC. 5)

donde el factor V2 refleja la diferencia entre
dos mediciones, t es la t de Student-a dos colas
para un determinado numero de grados de
libertad (que se refiere a la estimacion del s,) y
en el nivel requerido de confianza. Para un
numero relativamente grande de grados de
libertad, t = 2 a nivel de confianza del 95%, por
lo que el limite de repetibilidad se suele
aproximar como:

r=2.8xs, (Ec.6)

El limite de precision intermedia y el limite de
reproducibilidad (R) se calculan de manera
similar, sustituyendo s, con s 'y
respectivamente.

SR,

La documentacion de métodos estandarizados
(por ejemplo, de la ISO) normalmente incluira
datos tanto para el limite de repetibilidad como
para el limite de reproducibilidad, segun el caso.

6.6.4 Determinacion simultanea de la
repetibilidad y la precisiéon
intermedia

Los enfoques para la determinacion simultanea
de la repetibilidad y de la precision intermedia se
describen en la norma ISO 5725-3  [29].
Ademas, un disefio basado en las Directrices
armonizadas para la validacion de métodos de
analisis en un solo laboratorio [12] ofrece la
posibilidad de determinar la repetibilidad y
precision intermedia de un tUnico estudio. Las
submuestras del material de ensayo seleccionado
se analizan por replicado en condiciones de
repetibilidad a través de un niimero de diferentes
series de medida, con una variacién maxima en
condiciones entre las series de medida (diferentes
dias, diferentes analistas, diferentes equipos,
etc.). Mediante ANOVA de un factor [5, 6], la
repetibilidad puede calcularse como la precision
dentro del grupo, mientras que la precision
intermedia se obtiene como la raiz cuadrada de la
suma de los cuadrados de la precision dentro del
grupo y entre grupos. Este tipo de disefio puede
proporcionar una forma eficaz de obtener
suficientes grados de libertad para las
estimaciones de la repetibilidad y precision entre
los grupos. Por ejemplo, 8 grupos de 2
repeticiones conducen a 8 y 7 grados de libertad
para la estimacion de la repetibilidad y precision
entre  series, respectivamente. Ver mas
informacion en el Anexo C.
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Referencia Rapida 7 — Repetibilidad, precisién intermedia y reproducibilidad

Qué hacer

Cuantas veces

Qué calcular/determinar de
los datos

Comentarios

Medir materiales de
referencia (MR), muestras
excedentes de ensayo o
blancos de muestra
adicionados a diversas
concentraciones en todo
el intervalo de trabajo. La
repetibilidad y la
precision intermedia se
pueden determinar a
partir de estudios por
separado (véase a) y b) o
simultdneamente en un
solo estudio (ver c).

a) Mismo equipo y
mismo analista, mismo
laboratorio, corto plazo
de tiempo.

6-15 réplicas para
cada material.

Determinar la desviacion
estandar (s) de los resultados
para cada material.

Estimar la desviacion
estandar de repetibilidad
s; para cada material.”

b) Analistas y equipos
diferentes, mismo
laboratorio, plazo
prolongado de tiempo.

6-15 réplicas para
cada material.

Determinar la desviacion
estandar (s) de los resultados
para cada material.

Estimar la desviacion
estandar de la precision
intermedia s; para cada
material.

¢) Analistas y equipos
diferentes, mismo
laboratorio, plazo
prolongado de tiempo.

6-15 grupos de
medidas duplicadas”
obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en
dias/equipos
diferentes para cada
material.

Calcular la desviacion
estandar de repetibilidad de
los resultados de ANOVA
para cada material.

Calcular la desviacion
estandar entre grupos de los
resultados de ANOVA y
combinarla con la desviacon
estandar de repetibilidad para
cada material.

Estimar la desviacion
estandar de repetibilidad
s, para cada material.

Estimar la desviacion
estandar de la precision
intermedia s; para cada
material.

d) Analistas y equipos
diferentes, laboratorios
diferentes, plazo

prolongado de tiempo.

6-15 grupos de
medidas duplicadas”
obtenidas bajo
condiciones de
repetibilidad en
diferentes laboratorios
para cada material.

Calcular la desviacion
estandar de repetibilidad de
los resultados de ANOVA
para cada material.

Calcular la desviacion
estandar entre laboratorios de
los resultados de ANOVA y
combinarla con la desviacion
estandar de repetibilidad para
cada material.

Estimar la desviacion
estandar de repetibilidad
s, para cada material.

Estimar la desviacion
estandar de
reproducibilidad sz para
cada material. Esto
requiere una comparacion
especial entre
laboratorios (‘ensayo
colaborativo’).

 Una desviacion estandar de repetibilidad también se puede estimar al reunir varios conjuntos pequefios de datos ,
por ejemplo, n =2, de diferentes dias.
® Las mediciones duplicadas dentro de cada grupo proporcionara un numero equilibrado de grados de libertad
para las estimaciones las desviaciones estandar inter y entre grupos. Aumentando el numero de repeticiones por
grupo aumentara el nimero de grados de libertad asociados con la estimacion de la repetibilidad.
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6.7 Incertidumbre de medida

Un tratamiento detallado sobre la incertidumbre
de medida esta fuera del alcance de esta Guia,
pero informacion mas completa se puede
encontrar en las referencias [21, 22]. La
incertidumbre es un intervalo asociado con un
resultado de medida que expresa el intervalo de
valores que razonablemente pueden atribuirse a
la cantidad que se esta midiendo. Una estimacion
de la incertidumbre debe tener en cuenta fodos
los efectos reconocidos que operan en el
resultado. Las incertidumbres asociadas con cada
efecto se combinan de acuerdo con
procedimientos bien establecidos.

Se describen varios enfoques para obtener una
estimacion de la incertidumbre de los resultados
de las mediciones quimicas [22, 66, 67, 68].
Estos tienen en cuenta:

e la precision a largo plazo global del método
(es decir, la precision intermedia o Ia
reproducibilidad);

el sesgo y su incertidumbre, incluyendo la
incertidumbre estadistica que corresponde a
las medidas de sesgo, y la incertidumbre en el
valor de referencia [69, 70, 71, 72, 73];

la calibraciéon de equipos. Las incertidumbres
asociadas con la calibracion de equipos tales
como balanzas, termometros, pipetas y
frascos son a menudo insignificantemente
pequeiia en comparacion con la precision
global y la incertidumbre en el sesgo. Si esto

se puede verificar entonces las
incertidumbres de calibracion no necesitan ser
incluidas en la estimacion de la
incertidumbre;

cualquier efecto significativo que opera
ademas de lo anterior. Por ejemplo, los
intervalos de temperatura o el tiempo
permitidos por el método no pueden
ejecutarse plenamente en los estudios de
validacion, y sus efectos pueden necesitar ser
afiadidos. Tales efectos pueden ser utilmente
cuantificados mediante estudios de robustez
(ver Seccion 6.8), o estudios relacionados que
establecen el tamafio de un efecto dado en el
resultado.

Cuando la contribucion de los efectos
individuales es importante, por ejemplo, en los
laboratorios de calibracion, sera necesario tener
en cuenta las contribuciones individuales de
todos los efectos individuales por separado.

Tener en cuenta que, sujetos a consideracion
adicional de los efectos fuera del alcance de un

estudio colaborativo, la desviacion estandar de
reproducibilidad configura una estimacion de
trabajo de la incertidumbre tipica combinada
siempre que el sesgo del laboratorio, medido en

los materiales aplicables, es pequefio con
respecto a la desviacion estandar de la
reproducibilidad, la repetibilidad interna es

comparable con la repetibilidad del método
estandar, y la precision intermedia del
laboratorio no es mayor que la desviacion
estandar de la reproducibilidad publicada [67].

6.8 Robustez

6.8.1 Definicion

La “robustez” de un procedimiento analitico es
"una medida de su capacidad para permanecer no
afectado por pequefias variaciones premeditadas
de los parametros del método. La robustez
proporciona una indicacion de la fiabilidad del
método durante su uso normal” [13].

6.8.2 Ensayo de robustez

En cualquier método habra ciertas etapas que, si
no se realizan con suficientemente cuidado,
tendran un efecto significativo en el desempefio
del método e incluso puede resultar que el
método no funciona en absoluto. Estas etapas
deberian ser identificadas, por lo general como
parte del desarrollo del método, y si es posible,
su influencia en el desempefio del método
evaluado utilizando una "prueba de resistencia"
("prueba de robustez '). La AOAC ha definido
este término y describe una técnica establecida
para la forma de llevar a cabo una prueba de este
tipo utilizando un disefio experimental Plackett-
Burman [74].

Un "ensayo de robustez" implica hacer cambios
deliberados en el método, e investigar el efecto
subsiguiente en el desempefio.” A continuacion,
es posible identificar las variables en el método
que tienen el efecto mas significativo y
garantizar que, cuando se utiliza el método,
estan controladas estrictamente. Donde hay una
necesidad de perfeccionar mas el método, las
mejoras se pueden probablemente hacer
mediante la concentracion en aquellas partes del
método conocidas por ser criticas.

robustez de un procedimiento debe ser
establecida para los métodos de desarrollo
interno, métodos adaptados de la literatura

* El efecto en el mesurando se estudia normalmente,
pero una alternativa es investigar el efecto sobre un
parametro experimental, por ejemplo, la resolucion de
los picos en un cromatograma.
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cientifica y los métodos publicados por
organismos de normalizacion utilizados fuera del
alcance especificado en el método estandar.
Cuando se utilizan métodos publicados por
organismos de normalizacion dentro del alcance
de aplicacion del método, la robustez por lo
general ha sido estudiada como parte del proceso
de normalizaciéon. Por lo tanto un estudio de

robustez se encuentra en la mayoria de los casos
no necesariamente en el nivel de un solo
laboratorio. La informacién sobre la robustez se
debe indicar en el procedimiento del laboratorio
en forma de los limites de tolerancia establecidos
para los parametros experimentales criticos (Ver
Ejemplo 5 and Referencia Rapida 8).

Ejemplo 5 — Citas de la ISO 11732 [58]. Las instrucciones indican la criticidad de algunos parametros

experimentales.

e NH,CI secado hasta masa constante a 105 = 2 °C.
e Las cantidades dadas se pueden reducir (p.ej.: un décimo).
e Almacenada en una botella de plastico (polietileno) a la temperatura de la sala, la solucidon es estable

alrededor de 1 mes.

e [a absorbancia de la solucion deberia ser 0,3 —0,5.

e Degasificar y purificar la solucion..., llenarla en el depdsito de reactivo y dejarla reposar durante al menos 2

horas.

o Esta solucion puede ser almacenada en frigorifico a lo sumo una semana.

e Recipientes de vidrio, polialquenos o politetrafluoretileno (PTFE) son adecuados para recoger muestra.

e En casos excepcionales, la muestra puede almacenarse hasta dos semanas, siempre que la muestra haya sido
filtrada por membrana después de la acidificacion.

Referencia Rapida 8 — Robustez

Qué hacer

Cuantas veces

Qué calcular/determinar de
los datos

Comentarios

Identificar las variables que
podrian tener un efecto
significativo en el
desempeiio del método.

Establecer experimentos
(analizando MR o muestras
de ensayo) para supervisar el
efecto en los resultados de la
medida cambiando de forma
sistematica las variables.

Evaluado mas
efectivamente
utilizando disefios de
experimentos. Por
ejemplo: 7 parametros
se pueden estudiar en 8
experimentos
utilizando un disefio de
experimentos Plackett-
Burman [74].

Determinar el efecto de cada
cambio de condicion en los
resultados de la medida.

Clasificar las variables segtn el
mayor efecto sobre el
desempeio del método.

Realizar pruebas de
significacion para determinar si
los efectos observados son
estadisticamente significativos.

Disenar el control
de calidad o
modificar el método
para controlar las
variables criticas,
por ejemplo,
indicando los
limites de tolerancia
adecuados en el
procedimiento
operativo estandar.
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7 Uso de métodos validados

Cuando no se utiliza un método propio, ya sea un
método desarrollado en otro lugar dentro del
laboratorio, un método publicado, o incluso un
método normalizado o reglamentario, hay dos
cuestiones que deben tenerse en cuenta.

En primer lugar, ;jla validacion existente es
adecuada para el uso previsto del método o es
necesario realizar alguna actividad adicional?
Cabe sefialar que, ademas de la cantidad de
informacion proporcionada sobre el desempefio
del método, la fiabilidad de las fuentes de datos
de validacion es también un problema. Los datos
obtenidos en estudios colaborativos o por
organizaciones de normalizacion reconocidas
generalmente se consideran fiables, siendo
menos aquellos datos publicados en la literatura
cientifica o proporcionados por los fabricantes de
equipos y / o reactivos. En segundo lugar, siendo
adecuados los datos de validacion disponibles
(esté el laboratorio en disposicion de verificar el
desempefio declarado para el método? (ver
Secciéon 2.2). ;Son los equipos e instalaciones
disponibles adecuadas? Si el método ha sido
validado  exhaustivamente en todas las
condiciones extremas de operacion, entonces la
incorporacion de un nuevo analista autorizado
probablemente funcionara satisfactoriamente. Sin
embargo, esto deberia revisarse previamente.
Habitualmente, es suficiente para probar la
competencia del analista obtener la repetibilidad
indicada y comprobar si hay algun sesgo,
siempre que el método normalizado se emplee
dentro de su alcance. Esto se trata con mas
detalle a continuacion.

Los métodos normalizados se desarrollan
generalmente por algin tipo de estudio
colaborativo y los organismos de normalizacién
que los dirigen, tienen, con frecuencia, expertos
en estadistica para ayudar a asegurar que los
estudios de validacion estén correctamente
disefiados, realizados y evaluados. La norma ISO
5725 [29] describe un modelo en el que deben
basarse las comparaciones de métodos entre
laboratorios, a fin de proporcionar informaciéon
fiable sobre el desempefio del método. Este
modelo se aplica cada vez mas, pero no todos los
métodos normalizados han sido sometidos al
mismo. Seria arriesgado suponer que todos los
métodos normalizados se han validado
adecuadamente y es responsabilidad del analista,
comprobar si la informacidn proporcionada sobre
el desempefio del método es adecuada.

Del mismo modo, a menudo se asume que los
métodos estandar se pueden utilizar directamente
de la estanteria y los datos de desempefio
publicados lograrse de inmediato por quien
utiliza el método. Esto no es una suposicion
segura. Incluso aquellos que estan familiarizados
o expertos en el campo particular de la quimica
cubierto por el método tendran que practicar
antes de ser plenamente competentes.

Al utilizar métodos validados (o para el caso
cualquier método) se recomiendan las siguientes
reglas para asegurar que se logra un desempefio
aceptable.

1. En primer lugar, el analista debe estar
completamente familiarizado con un nuevo
método antes de usarlo por primera vez. Lo
ideal seria que el método primero se
presentara al analista por alguien ya experto
en su uso. Inicialmente el analista debe
utilizarlo entonces bajo estrecha supervision.
El nivel de supervision se relajara hasta que el
analista se considera  suficientemente
competente para 'ir en solitario'. Por ejemplo
la competencia podria establecerse en
términos de la capacidad del analista para
alcanzar los niveles de desempefio
establecidos en el método, como la
repetibilidad, limite de deteccion, etc. Esto es
tipico de la forma en que alguien podria estar
capacitado para utilizar un nuevo método y
los procedimientos de entrenamiento del
laboratorio se pueden, con frecuencia, disefar
de esta manera con medidas objetivas en
lugar de probar la competencia a intervalos
durante el entrenamiento. En cualquier caso,
los analistas deben haber leido el método y
familiarizarse con la teoria detrds de Ia
medicion, ensayando mentalmente las
distintas etapas, identificando los puntos
donde se pueden tomar descansos, y las partes
del proceso en el que los analistas estdn
sometidos a trabajo continuo. ;Cuando tienen
que estar preparados los reactivos, qué tan
estables son una vez que estan preparados?
(Necesitan estar preparados de antemano? Un
error tipico es pasar varias horas preparando
una serie de muestras y luego encontrarse que
la preparacion del reactivo necesario para la
siguiente etapa del trabajo consiste en una
sintesis complicada, mientras tanto las
muestras en si mismas pueden degradarse.
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2. En segundo lugar, se ha de hacer una patrones (con alguna preparacion auxiliar), y
evaluacion de cuantas muestras pueden ser tal vez la reserva de espacio en las campanas
manipuladas convenientemente a la vez. Es de extraccion, etc.

mejor analizar una pocas muestras que tratar
de analizar un gran niimero y tener que repetir
la mayoria de ellas.

Si es necesario adaptar o cambiar el método
validado por alguien mas, entonces sera
necesaria la revalidacion correspondiente. En
3. Por ultimo, asegurarse de que todo lo  funcion de su naturaleza, los cambios pueden
necesario para ejecutar el método esta  también hacer que los datos de la validacion
disponible antes de iniciar el trabajo. Esto  originales sean irrelevantes.
implica reunir el equipo adecuado, reactivos y
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8 Empleo de los datos de validacién para el diseno del programa
de control de calidad

8.1 Introduccién

‘Aseguramiento de la Calidad’ (AC) y ‘Control
de Calidad’ (CC) son términos cuyo significado
varia segun el contexto. De acuerdo con ISO, el
aseguramiento de la calidad se ocupa de las
actividades que el laboratorio realiza para
garantizar que se cumplen los requerimientos de
calidad aplicables, en tanto que el control de
calidad describe las medidas individuales
utilizadas para que los requerimientos se
cumplan de manera efectiva [9].

La validacion de un método proporciona una
idea de la capacidad y limitacion del método
usado de manera habitual, en tanto que el método
esta bajo control. Para comprobar que el método
permanece bajo control, es decir, se comporta de
la manera esperada, deben ponerse en marcha
controles especificos. Durante el proceso de
validacion el método se utiliza sobre muestras
con concentracion conocida. Una vez que es
utilizado rutinariamente, las muestras evaluadas
son de concentracion desconocida. Puede
aplicarse un CC interno adecuado incluyendo
medidas de muestras de control estables,
permitiendo al analista discernir si la variedad de
respuestas obtenidas se debe a la variabilidad de
las muestras ensayadas o a cambios inesperados
y no deseados en el comportamiento del método.
En la practica estas muestras de valor conocido
deben incluirse en cada lote de Muestras como
parte del proceso de control de calidad. Las
comprobaciones dependeran de la naturaleza,
criticidad y frecuencia de los analisis, el tamafio
del lote, el grado de automatizacion o la
complejidad del ensayo, asi como de la
experiencia adquirida durante los procesos de
desarrollo y validacion. El control de calidad
puede plantearse de diversas formas, bien por
mecanismos propios del laboratorio (interno) o
en relacion con otros laboratorios (externo).

8.2 Control de calidad interno

El CC interno supone la aplicacion de
procedimientos por parte del personal del
laboratorio para la supervision continuada de las
operaciones y resultados de medida con el fin de
decidir si estos resultados son suficientemente
fiables como para ser liberados [18, 75]. Esto
incluye analisis duplicados de Muestras estables,
blancos, soluciones patron o materiales similares
a los utilizados en la calibracién instrumental,

muestras  adicionadas, muestras ciegas y
muestras de CC [76].Se recomienda el uso de
graficos de control para monitorizar los

resultados de CC [76, 77]. El CC puesto en
marcha debe demostrar que es suficiente para
asegurar la validez de los resultados. Se pueden
emplear distintos tipos de control de calidad en
funcién del tipo de seguimiento que se quiera
realizar sobre las variaciones del proceso. Las
muestras de CC analizadas a intervalos dentro
del lote analitico proporcionan informacion sobre
deriva en el sistema; el uso de varios tipos de
blanco indicara cudl es la contribucion de la
sefal instrumental ademés de la propia del
analito; los andlisis duplicados dan informaciéon
sobre la repetibilidad.

Las muestras de CC son muestras especiales que,
para un periodo de tiempo determinado, son
suficientemente estables y homogéneas para dar
el mismo Resultado (sujeto a la variacion
aleatoria del funcionamiento del método), y que
estan disponibles en cantidad suficiente para
repetir los analisis a lo largo del tiempo. Durante
este periodo se puede supervisar la precision
intermedia del método, representando los
resultados en un grafico de control. Previamente
se han configurado los limites en el grafico (de
manera habitual los ‘limites de aviso’ se definen
como 12s el valor de a media, y los ‘limites de
accion’ se fijan como +3s el valor de la media).
Siempre que los valores de CC cumplan las
reglas establecidas, el CC se considera
satisfactorio. En tanto que el valor de la muestra
de CC es aceptable, se asume que son fiables los
resultados de las muestras de rutina del mismo
lote. Debe comprobarse lo antes posible la
validez del resultado de CC para minimizar, en
caso de problemas, los esfuerzos realizados y la
fiabilidad de los resultados de las muestras de
rutina.

Durante la validacion del método se obtienen
estimaciones iniciales de diferentes medidas de
precision. Para establecer limites mas objetivos
en los graficos de control, las medidas deben
reflejar la adecuacion al uso del método. Por lo
tanto, las medidas realizadas durante la
validacion deberan tener en cuenta todas las
posibles  variaciones operativas: diferentes
analistas, temperatura del laboratorio, etc. Si no
es asi, los valores obtenidos para la desviacion
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estandar serdn anormalmente bajos, afectando a
los limites establecidos para los graficos de
control e imposibilitando su cumplimiento
durante los ensayos de rutina. Por esta razon, se
recomienda revisar los limites fijados
transcurrido un afio de la puesta en
funcionamiento del método o una vez se dispone
de un numero suficiente de resultados de control
[76].

El uso de varios tipos de blancos permite al
analista asegurar que los calculos asociados al
valor del analito pueden ser corregidos para
eliminar contribuciones no atribuibles al analito
mismo. El andlisis de duplicados sobre Muestras
de rutina permite comprobar si se han producido
cambios en la precision del método, lo que
podria afectar negativamente al resultado [78].

Las muestras duplicadas analizadas
consecutivamente  permiten comprobar la
repetibilidad.

El analisis repetido de muestras ciegas es una
forma efectiva de comprobar la precision.
Consiste en la colocacion, dentro del lote, de
replicas de una misma muestra. Su nombre se
debe a que el analista desconoce su existencia
dentro del lote, de modo que este no tiene ideas
preconcebidas sobre la relacion de los resultados
para esas réplicas.

El uso de patrones o materiales similares a los
empleados en la calibracion instrumental,
colocados a lo largo del lote analitico, permite
que la respuesta del proceso analitico sea estable.

Es responsabilidad de la direccion del laboratorio
establecer y justificar un nivel apropiado de
control de calidad, basado en la evaluacion de
riesgos, teniendo en cuenta la fiabilidad del
Método, la criticidad de los ensayos y la
posibilidad de repetir los ensayos en caso de ser
necesario. De forma general, se acepta un nivel
de CC interno del 5% sobre muestras de rutina,
es decir, que una de cada 20 muestras analizadas
deberia ser una muestra de CC. Sin embargo,
para métodos de rutina mas robustos, con gran
cantidad de Muestras, puede ser razonable un
nivel de control més bajo. Para procedimientos
mas complejos, es usual un nivel de control del
20%, e incluso puede ser necesario alcanzar el
50%. Para andlisis con escasa frecuencia de
realizacion, deberia realizarse una validacion
completa en cada caso. Generalmente, esto
supone usar un material de referencia (MR) de
concentracion certificada o conocida, seguido de
analisis de duplicado de la muestra y una muestra
enriquecida (muestra a la que se ha adicionado

de forma intencionada un valor conocido de
concentracion). Los andlisis realizados con
mayor frecuencia deberian contemplar el uso
habitual muestras de control y su monitorizacion
en graficos de control.

8.3 Control de calidad externo

La participacion regular en Ensayos de Aptitud
(PT), conocido también como Evaluacion
Externa de la Calidad (EQA), es una forma
reconocida para realizar el seguimiento del
desempefio del método frente a los requisitos
internos y en comparacion con laboratorios
similares. Los PT permiten identificar tanto
variaciones entre laboratorios (reproducibilidad)
como errores sistematicos ~ (sesgo).

Los programas PT y otros tipos de comparacion
entre laboratorios se aceptan como un
instrumento util para realizar el seguimiento del
grado de equivalencia de resultados analiticos a
nivel nacional e internacional. Las Entidades de
Acreditacion reconocen la utilidad de estos
programas y animan a los laboratorios a
participar en los mismos como parte esencial de
sus sistemas de gestion [79].Es importante
monitorizar los resultados de los PT como parte
de los procedimientos de CC y tomar las
acciones oportunas cuando sea necesario.

En algunos casos, las Entidades de Acreditacion
pueden establecer la participacion en programas
PT particulares como requisito para la
acreditacion. La utilidad de los PT es tanta como
el valor de sus propios esquemas’. Los requisitos
de competencia técnica para los organizadores de
programas PT se describen en la norma ISO/IEC
17043 [80].Ademas, la Guia Eurachem [81]
incluye informacién practica sobre la seleccion,
uso e interpretacion de programas PT. En la base
de datos EPTIS puede encontrarse informacion
sobre gran nimero de programas
(www.eptis.bam.de). Sin embargo, puede que no
existan programas totalmente adecuados para
analisis en campos emergentes o en aplicaciones
raras. Estas y otras limitaciones han sido
consideradas en un nuevo documento guia [82] y
que lleva a los laboratorios acreditados a
establecer una estrategia para su participacion en
programas PT.

i N.T.: En este caso hay que tener en cuenta como se ha
obtenido el valor asignado.

" N.T.: El laboratorio puede verse obligado a participar en
un ejercicio irrelevante para ¢l (diferencia de intervalos de
trabajo, matrices, etc.) o tener que participar en PT de
escasa calidad por ser los unicos disponibles en el mercado.
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9 Documentacion de los métodos validados

9.1 Desde el borrador a la version

final

El método objeto de la validacion se utiliza
inicialmente con un procedimiento que debe
considerarse un borrador hasta que se aprueba el
informe de validacion. Una vez completada la
validacion es importante documentar el
procedimiento analitico de modo que el método
sea usado sin ambigiiedades. Hay varias razones
que lo justifican.

Las diferentes evaluaciones del método
realizadas durante el proceso de validacion
suponen, que en uso rutinario, el método se
emplea siempre de la misma manera. De no
ser asi, el desempefio actual no se
corresponde con los datos obtenidos en la
validacion. De este modo, la documentacion
debe limitar la posibilidad de introducir
cambios accidentalmente.

La documentacion también es necesaria para
fines relacionados con auditorias y
evaluaciones, asi como por requisitos
contractuales o reglamentarios.

Un método documentado adecuadamente
permite su uso de una manera consistente. Ya
que la calidad de la documentacion tiene un
efecto directo en el uso del método, es
probable que tenga influencia en la precision
e incertidumbre de las medidas. De hecho,
esta contribucion puede hacer que el método
sea inoperante. Cualquier error documental

debe resolverse previo a obtener una
estimacion razonable de la incertidumbre.
9.2 Recomendaciones
9.2.1 Comprobacioén de las
indicaciones
No es facil documentar un  método

correctamente. La informacion debe aparecer
mas o menos en el orden en que se espera que el
usuario la necesite. Un error comun es asumir
que todo el mundo va a entender la mecanica del
método igual que la persona que lo ha
desarrollado y documentado. Esta presuncion
puede resultar peligrosa. Una manera 1util de
comprobar la utilidad de la documentacion es
proponer su uUsO a una persona con

elaborar un nuevo documento con mayor detalle
y menor ambigiiedad.

9.2.2 Recomendaciones en normas

Existen normas que proporcionan orientacion
sobre la informacioén a tener en cuenta a la hora
de documentar un método. Desde el punto de
vista quimico, quizas la mas util sea la serie ISO
78, ya que establece los principios aplicables al
disefio y redaccion de métodos de analisis
quimico descritos en las normas internacionales
(los organismos de normalizacion producen,
validan y documentan gran nimero de métodos
cada afio, necesitando un enfoque coherente para
la elaboracion de normas en beneficio de sus
propios comités técnicos). La ISO 78-2 [83]
propone una forma de documentar los métodos
quimicos generales. El Anexo A incluye un
ejemplo de disefio. Las normas sugieren un orden
logico de redaccion con propuestas de apartados
y el contenido de cada uno de ellos. Al usar estas
normas el lector no debe olvidar el equilibrio
entre la flexibilidad y la coherencia de la
redaccion. Si bien resulta deseable que todos los
métodos cuenten con el mismo formato, hay que
considerar que no todos requieren el mismo nivel
de detalle, por lo que en algunos casos pueden
omitirse alguna de las recomendaciones dadas.

9.2.3 Control de los documentos

Un laboratorio que documenta sus métodos
puede desarrollar un ‘estilo propio’. Ademas de
presentar la informacion relevante de una forma
logica y facil de usar, puede distribuir el trabajo
de elaboracion entre varios miembros del
laboratorio y asignar una unica persona para la
revision de la coherencia de todos los borradores
elaborados.

Los métodos documentados son una parte
importante del sistema de gestion de calidad del
laboratorio, y deben estar sujetos a un nivel de
control adecuado. El objeto de este control es
asegurar que solo se usan aquellos métodos que
previamente han sido autorizados para ello. Por
lo tanto, como parte del proceso de
documentacién, los métodos deben contar con
informacion que permita saber si el método ha
sido autorizado, su nimero de version y la fecha

conocimientos técnicos solicitando su aplicacién gf triidliidlon’ cl alitori, . m;metr;o i,d:; COplai
tal cual se ha escrito. Si el resultado es favorable, res o dﬁci?li y cualquie estriccion—a - se
el método debe difundirse y permitira obtener p :

resultados fiables. De lo contrario, es necesario
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En ocasiones los métodos deben ser revisados.
Asi por ejemplo, el avance tecnoldgico puede
permitir mejorar el método. El control de los
documentos permite retirar los documentos
obsoletos y distribuir los revisados. Este proceso
se simplifica con el empleo de aplicaciones

informaticas especificas. Los cambios deberian
hacerse solo por personal autorizado, lo que
puede gestionarse mediante niveles apropiados
de acceso a las aplicaciones informadticas, por
ejemplo con perfiles de ‘solo lectura’ o
‘escritura’.
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10 Implicaciones de los datos de validacién para el calculo e
informe de resultados

Es importante que el analista sea capaz de
convertir los datos, generados durante el analisis
de muestras utilizando métodos validados, en
resultados que contribuyan directamente a la
resolucion del problema del cliente. Las
caracteristicas de desempefio establecidas
durante el proceso de validacion ayudan en este
aspecto. Se pueden utilizar los datos de
repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad para establecer si las diferencias
encontradas al analizar las muestras son
significativas. Los controles de calidad basados
en los datos de validacion se pueden utilizar para
confirmar que el método estd bajo control y que
produce resultados validos. La estimacion de la
incertidumbre de la medida permite expresar los
resultados como un intervalo de valores con un
nivel de confianza aceptado.

Es importante que el analista tenga acceso a los
datos de validacion que puedan ser utilizados
para apoyar la validez de los resultados. Otra
cuestion es si esa informacion se hace llegar o no
al cliente. Frecuentemente, el cliente no tendra
las habilidades técnicas para apreciar el
significado de los datos. En esas circunstancias,
lo mas apropiado es que los datos estén
disponibles bajo peticion.

Asuntos tales como la validacion del método, la
variabilidad e incertidumbre de la medida deben
ser tratados con cuidado en determinadas
circunstancias, por ejemplo, en contextos

decisiones tomadas a la luz del conocimiento de
dicha incertidumbre.

Hay que tener precaucion al utilizar un resultado
analitico y su incertidumbre asociada para
pretender decidir si la partida original de la que
se ha obtenido la muestra cumple con una
especificacion o limite [84].Esta decision no
debe ser responsabilidad del analista, si bien es €l
quién sera requerido para aportar asesoramiento
técnico para ayudar en el proceso de toma de
decisiones.

Al informar de los resultados, el analista debe
decidir si corregir los errores de éstos que han
sido detectados o presentar los resultados sin
corregir, pero admitiendo la existencia del sesgo.

Deberia prestarse atencion al informar de los
resultados como ‘no detectado’. En si misma,
esta afirmacion no es informativa y deberia ir
acompafada por una explicacion de cual es el
limite de deteccion en ese caso. En ocasiones, es
apropiado resefiar un valor numérico, aunque
este sea inferior al limite de deteccion aparente.
Las autoridades pueden, en ocasiones, solicitar
que se indique el wvalor del limite de
cuantificacion.

Si se solicita declarar la incertidumbre con el
resultado, seria adecuado dar el valor de la
incertidumbre expandida, aplicando el factor de
cobertura adecuado. Por ejemplo, un factor de 2
para un intervalo con un nivel de confianza de,

forenses. Es mejor ser receptivo a la existencia  aproximadamente, el 95 %. Para mayor

de la incertidumbre asociada a las medidas y informacion sobre como informar de la

encontrarse  preparado para justificar las  incertidumbre, consulte la Seccion 9 de la Guia
Eurachem/CITAC [22].
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Anexo A - Protocolo para la documentacién del Método

En la Seccion 9 de la Guia se analiza la documentacion adecuada del método. Se incluye el formato
siguiente como referencia para un disefio adecuado. Este formato estd basado en la norma ISO 78-2
[83], pero contiene algunos consejos adicionales sobre calibracion, control de calidad y control de
documentos. El Anexo A es, unicamente, orientativo y deberia adaptarse a cualquier requerimiento
especial.

Al Preambulo

A.1.1 Actualizacién y resumen de la revision

Esta seccion tiene un doble objetivo. En primer lugar, estd concebida para hacer posible realizar
cambios minimos en el texto del método, sin necesidad de realizar una revision completa y reedicion
del método. En segundo lugar, se recomienda que la adecuacion al propdsito de cada método se revise
periédicamente y que el resumen se emplee como registro de que asi se ha hecho. El resumen se
situara en la parte delantera del método, justo en el interior de la cubierta frontal.

A.1.2 Actualizaciones

Cualquier modificacioén por escrito del texto del método deberia ser aceptada siempre y cuando las
modificaciones se registren en la tabla inferior (se aceptan las entradas manuscritas) y sean
debidamente autorizadas. Se sobreentiende que la autorizacién respalde el hecho de que se han
investigado las consecuencias de los cambios en la validacion del método, sin haber causado
problemas, y que se han realizado los cambios en todas las copias del método.

# Seccion Indole de la correccion Fecha Autorizacion
1(p.ej) |34 Modificacion del flujo a 1,2 ml min”’ 2/8/96 | DGH

A.1.3 Revision
La fecha en la que se ha observado que el método est4 en uso ha de estar, siempre, comprendida entre
las fechas de la revision y la de la proxima revision, segin se muestra en la tabla.

Fecha de | Resultado de la revision Fecha de la proxima Autorizacion
revision revision

A2 Introduccion

La introduccion se utilizara, si es necesario, para presentar informacion, como por ejemplo,
comentarios sobre el contenido técnico del procedimiento o la necesidad de su preparacion. Si se
requiere informacion sobre los antecedentes del método, ésta deberia incluirse, preferentemente, en
esta clausula.

A3  Titulo

En el titulo se indicaran los tipos de muestra a los que se aplica el método de prueba, el analito o la
caracteristica a determinar, asi como el principio en el que se basa dicha determinacion. Deberia
limitarse, en la medida de lo posible, a la informacion que se indica a continuacion. Formato preferido:

Determinacion de A {analito o mensurando} (en presencia de Bfinterferencial) en C{matriz}
utilizando D {principio}.

A4 Precauciones

Debe prestarse atencion a cualquier riesgo y describir las precauciones detalladas para evitarlo. Si bien
se deben detallar las precauciones en las secciones relevantes, la existencia de riesgos y su prevencion
deben mencionarse aqui. Proporcione las advertencias adecuadas para cualquiera de los riesgos
relacionados con:

VM 2016 47



La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos Guia Eurachem

manipulacion de las muestras;

manipulacién o preparacion de disolventes, reactivos, patrones u otros materiales;

operacion de equipos;

requerimiento de lugares de manipulacion especiales, p. €j., campanas extractoras de humos;
consecuencias de los experimentos a escala (limites de explosion).

A5 Alcance
Esta seccion permite al potencial usuario observar rapidamente si el método puede ser apropiado para
la aplicacion deseada o si existe alguna limitacion. Se deben contemplar los siguientes aspectos:

una descripcion del problema subyacente (por qué se necesita el método);

el analito o mensurando que pueden ser determinados con el método;

la forma en la que se determina el analito o analitos —especiacion, total/disponible, etc.;

la matriz o las matrices de la muestra que contienen al analito a determinar;

el intervalo de trabajo (intervalo de medida) en el que se puede aplicar el método. Debe hacer
referencia a propiedades como concentraciones en la muestra de laboratorio;

interferencias conocidas que limitan o impiden el uso del método;

e la técnica instrumental utilizada en el método;

e la cantidad minima de muestra.

El sector alimenticio [35] utiliza el término ‘aplicabilidad’ como sinénimo de alcance y lo define
como “los analitos, matrices y concentraciones para las cudles el método de analisis se puede usar
satisfactoriamente”.

A.6 Referencias (normativas)

Este apartado proporcionara una lista de aquellos documentos que son necesarios para la aplicacion
del método. Los documentos que Gnicamente han servido para la preparacion del método, deben ser
referenciados en la bibliografia, al final del documento.

A7 Definiciones

Proporcione cualquier definiciéon de los términos usados en el texto, que pueda ser necesaria para la
comprension completa del mismo. Utilice las definiciones ISO siempre que sea posible. Cite las
fuentes. Se pueden incluir aqui las estructuras analiticas, si lo considera relevante.

A8 Principio

Describa las etapas esenciales del método, el principio en el que se basan las técnicas analiticas
empleadas. Puede ser util mostrar un diagrama de flujo o de causa-efecto. Se debe escribir esta seccion
de manera que se pueda tener, a simple vista, un resumen del funcionamiento del método. Incluya la
explicacion del método de célculo. Siempre que sea necesario, y con el fin de aclarar el método de
trabajo o los calculos realizados, incluya los detalles de cualquier reaccion quimica pertinente (esto
puede ser importante, p. €j., cuando sea necesaria la derivatizacion o en las valoraciones).

P. ej. “La concentracién se obtiene a partir de una curva de calibrado de seis puntos, mediante la
lectura de la concentracion correspondiente a la absorbancia de la muestra, corregida por el valor del
blanco y multiplicada por el factor de concentracion.”

A9 Reacciones

Este apartado mostrara las reacciones esenciales, siempre que se consideran necesarias para la
comprension del texto o de los calculos. Estas justifican los calculos realizados a partir de los datos
obtenidos en las determinaciones y facilitaran el entendimiento del método, especialmente si se
producen varios cambios sucesivos en el estado de oxidacion del elemento a determinar. Asimismo, en
el caso de las valoraciones, son utiles para indicar el nimero de equivalentes por cada mol de reactivo.
A.10 Reactivos y materiales

Detalle todos los reactivos y materiales requeridos para el proceso analitico, junto a sus caracteristicas
esenciales (concentracion, densidad, etc.) y numérelos para posteriores referencias. Indique:

e numeros de registro CAS (Chemical Abstract Service), si esta disponible;
e detalles de cualquier peligro asociado, con indicaciones sobre su disposicion;

VM 2016 48



La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos Guia Eurachem

e grado analitico o pureza;

necesidad de materiales para calibracion y control de calidad, que provengan de lotes
independientes;

detalles de preparacion, indicado la posibilidad de hacerla por adelantado;

caducidad del material sin preparar y de los reactivos preparados;

composicion requerida, con detalles de concentracion o de otra cantidad;

requisitos para el etiquetado.

A.11 Aparatos

Describa, con suficiente detalle, el equipamiento individual y como esta conectado, para evitar su
manipulacion incorrecta. Numere sus componentes, para referenciarlos posteriormente. Los diagramas
y graficos de flujo pueden resultar clarificadores. En el apartado de “Procedimiento”, dentro de un
subapartado titulado “Prueba preliminar” o “Prueba de comprobacion” (vea A.13) ha de describirse
cualquier comprobacion necesaria para el funcionamiento de los aparatos ensamblados.

Detalle los requerimientos minimos de funcionamiento y verificacion, con referencia cruzada a la
seccion de calibracion (A.13) y a cualquier manual del instrumento que sea relevante. Si es necesario,
refiérase a los Estandares Internacionales u otros documentos aceptados internacionalmente con
respecto al material de vidrio de laboratorio y otros aparatos. Incluya exigencias medioambientales
(campanas de extraccion, etc.).

A.12 Toma de muestra

La toma de muestra incluye, en este protocolo, tanto el muestreo realizado para obtener la muestra de
laboratorio como la etapa de submuestreo realizada en el propio laboratorio con el fin de obtener la
submuestra, de la cual se tomara la porcion del ensayo.

Si el muestreo para la obtencion de la muestra de laboratorio es independiente del analisis quimico
como tal, es suficiente con hacer referencia, a titulo informativo, al procedimiento pertinente, tratando
especificamente este aspecto. Si no existe ese procedimiento de muestreo apropiado, el apartado de
toma de muestra podria incluir un plan y procedimiento de muestreo, mostrando orientaciéon sobre
como evitar la alteracion del producto y teniendo en cuenta los requisitos relativos a la aplicacion de
métodos estadisticos.

El apartado de toma de muestra debe proporcionar toda la informacioén necesaria para la preparacion
de la muestra de ensayo a partir de la muestra de laboratorio. Deben incluirse los detalles sobre el
almacenamiento, acondicionamiento/pretratamiento y eliminacion de residuos. Si esta etapa es
especialmente complicada, se justifica la inclusién de un documento adicional, que describa las
distintas etapas individualmente.

A.13  Procedimiento

Describa toda la secuencia de operaciones realizadas. Si el método que se describe ya se ha aportado
en otra norma, se utilizard la frase “aplique el método especificado en ISO 12345 o “aplique uno de
los métodos especificados en ISO 123457, indicando alguna modificacion, si fuese necesario.
Mencione aquellas operaciones para las que es necesario tomar precauciones especiales de seguridad.
Este apartado incluird subapartados con los siguientes aspectos.

e porcion de ensayo (su preparacion a partir de la muestra de ensayo o muestra de laboratorio y
la masa o volumen requerido);

e prueba blanco (condiciones y limitaciones);

e pruecbas preliminares o de comprobacion (p. ¢j., verificar el funcionamiento correcto de un
instrumento de medida);

e determinacion (determinaciones) o prueba (pruebas). Se debe incluir el nimero de medidas o
pruebas (p. €j., duplicados) y la descripcion detallada de todas las etapas;

e calibrado. Identifique las partes criticas del proceso analitico. Estas deberan ser controladas
mediante un meticuloso procedimiento y calibrado. Haga referencias cruzadas a las secciones
anteriores. Incluya la calibracion de los equipos — los que necesitan ser calibrados, como
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hacerlo, con qué y la frecuencia del calibrado. Considere la trazabilidad metrologica apropiada
de los calibrantes.

A.14 Cilculos

Describa los calculos realizados para obtener los resultados. Incluya informacion sobre las unidades en
las que se deben expresar los resultados y otras cantidades; la ecuacion utilizada para el calculo; el
significado de los simbolos algebraicos que aparecen en la ecuacion; el numero de cifras decimales o
de cifras significativas con las que se debe expresar el resultado. Los simbolos de las cantidades deben
estar de acuerdo con la norma ISO 80000 [14].

A.15  Precision

Para aquellos métodos que han sido objeto de comparaciones interlaboratorio, se indicaran los datos de
precision (p. ej., la repetibilidad y reproducibilidad). Se calculara la precision de los datos y se
publicara, de acuerdo con la parte relevante de la norma ISO 5725 o de acuerdo con otro Estandar
Internacional apropiado, del que se debe aportar la referencia. Exponga con claridad si los valores de
precision se expresan en términos absolutos, relativos o como limites de precision.

A.16 Aseguramiento de la calidad y control de calidad

Una consecuencia del ejercicio de validacion deberia ser la descripcion de los procedimientos a seguir
para el control de calidad interno y externo (Ensayos de Aptitud). Explique qué tipo de control de
calidad se aplica, la frecuencia de las comprobaciones del control de calidad durante el analisis de
lotes, los criterios de aceptacion y rechazo, las acciones a tomar en el proceso en el caso de fallo.
Establezca referencias cruzadas a las secciones relevantes presentadas anteriormente.

A.17 Casos especiales

Incluya cualquier modificacion al procedimiento requerida por la presencia o ausencia de
determinados componentes en el producto analizado. Las modificaciones se deberan referenciar
también en el apartado “Alcance”. Cada caso especial debera incluirse en un titulo diferente.

A.18 Informe de ensayo
Este apartado deberia especificar la informacién que hay que aportar en el informe de prueba. Se
deberan incluir, por lo general, los siguientes aspectos:

e una referencia al método empleado;

e ¢l resultado (los resultados) y un indicador de calidad asociado (precision; incertidumbre
especificada; intervalo de confianza), si es relevante, incluyendo, asimismo, una referencia al
apartado “Calculos”;

e cualquier desviacion del procedimiento;

e cualquier caracteristica poco frecuente observada;

e la fecha del ensayo.

A.19 Anexos

Para mejorar su lectura, es conveniente presentar parte de la informacién en un anexo. Debera
aclararse si el anexo es normativo o informativo. Se pueden anexar datos del trabajo para la validacion
del método, analisis de riesgos y calculos de incertidumbre. En este ultimo caso, se deben identificar
las fuentes principales de incertidumbre debida al método y presentar la relacion de valores asignados.
Hay que mencionar aquellas contribuciones insignificantes, que no se han utilizado en los célculos
finales. Se debe detallar la incertidumbre estdndar combinada y/o la incertidumbre expandida, asi
como la explicacion sobre cémo se ha obtenido esta ultima. Se puede incluir el tratamiento mas
detallado en un archivo referenciado.

A.20 Bibliografia
Si es necesario proporcionar referencias informativas, éstas podrian presentarse en el lugar del texto en
el que se han citado o, si son numerosas, en la bibliografia del final del documento.
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Anexo B — Bases estadisticas del calculo del limite de deteccion’

La Referencia Rapida 2 en la Seccion 6.2.3 indicaba que el limite de deteccion (LOD) se puede
calcular multiplicando la desviacion estandar adecuada por un factor igual a 3. Este Anexo describe la
base estadistica de este factor.

El objetivo de la determinacion del limite de deteccion es, habitualmente, establecer la concentracion
mas baja del analito presente en una muestra, que puede ser detectada utilizando un procedimiento de
medida dado, con un nivel de confianza especifico. La definicion del LOD es un proceso de dos pasos.
En primer lugar, se establece un “valor critico”. Este valor es tal que la probabilidad de obtener un
resultado en la medida que exceda el valor critico no es superior a o, si una muestra realmente no
contiene al analito. El valor critico establece un criterio para declarar una muestra como positiva. Se
utiliza, generalmente, una probabilidad de falso positivo de o = 0,05; ello implica un valor critico
proximo a 1,65s (donde s es la desviacion estdndar de un gran ntimero de resultados correspondientes
a una muestra blanco o a una muestra que contiene una concentracién baja del analito y 1,65 es el
valor del parametro t de Student de una cola para un niimero infinito de grados de libertad y un nivel
de significacion, o = 0,05). El valor critico se expresa de manera mas adecuada en términos de
concentracion aunque puede ser cualquier observacion, p. €j., area de pico. Cualquier resultado que
exceda el valor critico deberia ser considerado positivo.

Sin embargo, si el valor verdadero de la concentracion en una muestra fuera exactamente igual al valor
critico (expresado en términos de concentracion), se podria esperar que, aproximadamente, la mitad de
los resultados de la medida se encuentre por debajo del valor critico, proporcionando una tasa de falsos
negativos de, aproximadamente, un 50 %. Una tasa de falsos negativos del 50 % es, obviamente,
demasiado elevada para ser de uso practico; el método no da resultados de forma fiable por encima del
valor critico si la concentracion es igual al valor critico. E1 LOD representa la concentracion verdadera
para la cual es aceptable la tasa de falso negativo para un valor critico dado. El error de falso negativo,
p, se situa, habitualmente, en el valor del error falso positivo, siendo asi por razones historicas (IUPAC
recomienda valores predeterminados de a = f = 0,05 [49]). Para a = f = 0,05, el LOD debe superar
1,65s veces el valor critico especificado. El factor para calcular el LOD con a = f = 0,05 es,
consecuentemente, 1,65+1,65 =3,30. Este valor se redondea frecuentemente para dar el calculo de
‘3s’ mostrado en la Referencia Rapida 2. Este enfoque se basa en varias de las aproximaciones
descritas en la literatura [49].

El multiplicador 3, calculado segin se describe en el parrafo anterior, surge del valor de la ¢ de Student
de una cola para infinitos grados de libertad, redondeado por defecto a una cifra significativa. Para una
estimacion estadistica rigurosa del LOD, el factor multiplicativo utilizado deberia tener en cuenta el
numero de grados de libertad asociado a la estimacion de s. Por ejemplo, si se obtiene s a partir de 10
réplicas, el valor de ¢ de Student para a = 0,05 es 1,83 (9 grados de libertad). Esto conduce a un valor
de LOD calculado como 3,7s.

" El texto esta basado en la Guia Eurachem sobre Terminologia en la Medida Analitica [8].
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Anexo C — Analsis de la varianza (ANOVA)

La idea central del ‘andlisis de varianza’ (ANOVA) es que cuando en una serie de datos replicados
estos se pueden agrupar de una misma manera, p. €j., por analista, instrumento, dia, laboratorio,
método, etc., la variacion total en la serie completa se puede representar como la combinacion de las
varianzas (s°) entre grupos y dentro de los grupos. Se puede usar ANOVA para evaluar los resultados
a partir del tipo de estudio experimental mostrado en la Figura C 1. En este disefio anidado, se repiten
las medidas replicadas (obtenidas generalmente en condiciones de repetibilidad) en series diferentes de
medida para obtener p grupos de datos. Para estimar la precision intermedia de dicho estudio deberia
existir la maxima variacion en las condiciones en las que realizan las series (diferentes dias, analistas,
etc.).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo p

XH an X21 X2n xpf |

Figura C 1 — Ejemplo de un ‘disefio anidado’ correspondiente a un
experimento en el que se pueden evaluar distintas medidas de precision
utilizando ANOVA

En la Figura C 2 se muestra la forma general de una tabla ANOVA de un factor, para un total de N
resultados, distribuidos en p grupos de n observaciones y con v grados de libertad. Cada linea de la
tabla hace referencia a una fuente de variacion distinta. La primera fila responde a la variacion entre
las medias de los grupos; la segunda describe la variacion dentro de los grupos y la tercera describe la
variacion del conjunto de los datos en su totalidad. Las hojas de calculo y el software estadistico
también proporcionan los valores de F y de F critico, asi como el valor correspondiente de P
(probabilidad).

Fuente de variacion | Suma de cuadrados (SS) v | Cuadrado medio (MS) F P| F.;
Entre grupos SS. p-1 | MS. = SS./(p-1) MS./MS;

Intra grupo SS; N-p | MS; = SS4/(N-p)

(residuales)

Total SSiot = SSHSS; N-1

Figura C 2 — Estructura de una tabla ANOVA de un factor

A los valores relacionados con la variacion entre grupos se les designa, casi siempre, con los términos
‘entre grupos’ o se identifican por el factor de agrupamiento (p. ¢j., analista, dia o laboratorio). Se usan
diferentes términos en software, libros de texto, etc., para describir la variacién dentro del grupo,
siendo los mas comunes ‘intra- grupo’, ‘residual’, ‘error’ o ‘medida’.

Asumiendo que el disefio anidado que se muestra en la Figura C 1 se realiza en un unico laboratorio,
que las réplicas dentro de cada grupo se han obtenido en condiciones de repetibilidad y que las
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condiciones analiticas variaron entre grupos, la repetibilidad y la precision intermedia se puede
calcular segun se indica a continuacion.

1. La desviacion estdndar de la repetibilidad s,, se obtiene calculando la raiz cuadrada del
término del cuadrado medio dentro del grupo, que representa la varianza intra-grupo:

sy = [MS; (Ec. Cl)

2. La contribucion a la variacion total del factor de agrupamiento (s;) también se obtiene a partir
de la tabla ANOVA:

_ |Ms, - ms;
i n (Ec. C2)

3. La precision intermedia s; puede, en consecuencia, calcularse combinando los componentes
de la varianza intra-grupo y entre grupos, descritos anteriormente:

s = /srz + s? (Ec. C3)

El experimento mencionado en la Seccion 6.6.4 se puede ilustrar como sigue. Como parte de un
ejercicio de validacion de un método en un tnico laboratorio, se realizaron duplicados durante cada
uno de los ocho dias (Tabla C1). Cada dia, las medidas se realizaron en condiciones de repetibilidad
pero con diferentes analistas, diferentes equipos, etc. en los distintos dias, de manera que se imitan las
condiciones en las cuales se usara el método de manera rutinaria.

Tabla C1 — Ejemplo de una configuracion experimental que permite evaluar la repetibilidad y
precision intermedia mediante el ANOVA de un factor con un niimero aceptable de grados de
libertad

Dia: 1 2 3 4 5 6 7 8

Resultado: | xi; | X1 | X210 | X2 | X31 | X32 | Xa1 | Xa2 | Xs1 | Xs2 | Xe1 | Xe2 | X701 | X72 | Xs1 | Xg2

Se puede usar el ANOVA de un factor para separar la variacion inherente al método (repetibilidad) de
la debida a diferencias en las condiciones de medida, p. ¢j., diferentes analistas, equipo, periodo
amplio de tiempo (precision intermedia). Observar que con este enfoque, no es posible alcanzar
conclusiones sobre qué parametros —analista, equipo, tiempo- contribuyen en mayor medida a la
precision intermedia, si bien esto no se necesita generalmente en la etapa de validacion.

La aplicacion de un ANOVA de una via a los resultados de la Tabla C1 conducird a una tabla de
resultados similar a la de la Figura C 2. Los valores F, F critico y P permitirdn extraer conclusiones
sobre si la variacion entre resultados obtenidos en dias diferentes es significativamente superior a la
variacion de los resultados obtenidos en un mismo dia. Los valores para las dos medidas de precision
(s- and s;) se calculan, entonces, de forma inmediata, a partir de las ecuaciones Ec. C1 — Ec. C3,
mostradas anteriormente. El nimero de grados de libertad asociado (v) serd N-p = 16-8 = 8 para s,. El
valor de v para la precision intermedia es mas complejo pero no sera inferior a p-1, p. €j. 7 en este
ejemplo (véase la Figura C 2). Esto lleva a un compromiso razonable entre la carga de trabajo y la
incertidumbre en el calculo de la precision.
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Anexo D — Notas sobre los analisis cualitativos

Los analisis cualitativos siguen los principios basicos del analisis cuantitativo pero es necesario aplicar
conceptos singulares, tanto al describir las propiedades del método como para la interpretacion de los
resultados. Este apéndice introduce brevemente el analisis cualitativo y apunta hacia la orientacion
pertinente.

La IUPAC define el analisis Cualitativo como: andlisis en el que se identifican o clasifican las
sustancias en base a sus propiedades fisicas o quimicas, tales como la reactividad quimica,
solubilidad, masa molecular, punto de fusion, propiedades radiactivas (emision, absorcion), espectro
de masas, vida media nuclear, etc. [17]. Esto significa que los resultados se expresan en una escala
nominal, que es inferior a la expresion de los resultados en una escala de proporcion. Se recomienda
usar el andlisis cualitativo en lugar del cuantitativo principalmente con el proposito de deteccion
utilizando métodos de bajo coste o para concentraciones del analito préximas al limite de deteccion
(LOD).

Un ‘método cualitativo’ proporciona, efectivamente, una respuesta ‘Si’/‘No’ para una concentracion
de corte dada de un analito [55]. La validacion supone la identificacion de la concentracion de corte
para clasificar/diagnosticar una condicion, p. ¢j., la presencia o ausencia de un agente contaminante
en agua, para la que existe una directiva, ley, etc., que define qué concentracion de corte se debe
aplicar.

Para caracterizar las propiedades de un método cualitativo, es dptimo utilizar un método cuantitativo
con propiedades metroldgicas superiores (método confirmatorio), p. €j., menor LOD, de manera que se
pueda determinar el estado verdadero con o sin una condiciéon dada. Se deberia determinar las
propiedades de un método cualitativo para un nimero de concentraciones inferiores, coincidentes y
superiores a la concentracion de corte. Es preferible el empleo de un método cuantitativo
confirmatorio al uso de muestras blanco adicionadas y no adicionadas.

En los métodos cualitativos, la precision no se puede expresar como una desviacion estandar o
desviacion estandar relativa, pero puede ser expresada como tasa de verdaderos positivos y falsos
positivos, y de verdaderos negativos y falsos negativos [55, 85, 86, 87]. Esto se ilustra en la Figura D1.

Muestras por encima de Muestras por debajo de la
la concentracion de corte concentracion de corte

Prueba positiva | Pruebas positivas Pruebas positivas falsas Numero total de
verdaderas (mmnal ) pruebas positivas

Prueba negativa | Pruebas negativas falsas | Pruebas negativas Numero total de
Gl ) verdaderas pruebas negativas

Numero total de muestras Numero total de muestras
por encima de la por debajo de la
concentracion de corte concentracion de corte

Figura D1 — Tabla A 2 x 2 que proporciona las bases para el calculo de las tasas de falso positivo y de falso
negativo

La ‘sensibilidad diagnostica’ es la proporcion de muestras con una determinada condicién, p. ej.,
concentracion superior a la concentracion de corte, que proporciona resultados positivos al analisis. La
sensibilidad diagnostica es una caracteristica fundamental del método cualitativo, que expresa su
capacidad para detectar pequeiias cantidades del analito en una muestra, de manera que se obtenga la
respuesta binaria Si/No para un nivel de probabilidad predefinido.
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numero de muestras verdaderos positivos (Ec. D1)

Sensibilidad diagndstica = ~ —
nuamero total de muestras con condicion

La ‘especificidad diagnostica’ es la proporcion de muestras sin condicion alguna, p. ¢€j., concentracion
inferior a la concentracion de corte, que dan resultados negativos al analisis cualitativo.

numero de muestras verdaderos negativos (Ec. D2)
numero total de muestras sin condicién

Especificidad diagnéstica =

Si es posible, se debe utilizar datos comparativos de un método confirmatorio. En caso contrario, se
pueden medir muestras blanco adicionadas y no adicionadas.

Los parametros importantes para medir la calidad en andlisis cualitativo son el LOD y el limite de
corte (Figura D2). EI LOD se define de manera analoga a como se hace en analisis cuantitativo; la
concentracion de un analito que proporciona una sefal que se puede distinguir estadisticamente del
valor medio de la sefia de muestras blanco pertinentes. El limite de corte, si se determina
correctamente, se encuentra donde la tasa de falsos negativos, para concentraciones superiores al
limite, es baja. En la validacion, se evalua el limite de corte propuesto en el procedimiento
documentado.

Limite de o
detecciodn L'r:cl)trt:ede
(LOD)
Escala relativa
_ de aumento de
I i6 " la concentracién
No § - Deteccion del analito
deteccion | )
I —p Deteccion
! NO i
deteccion

Con un nivel de

probilidad dado

—>® Resultados
G

binarios

Figura D2 — Hay dos referencias cuantitativas que originan una respuesta binaria en el tipo de
cuantificaciéon/clasificacion en analisis cualitativo: 1. El limite de deteccion (LOD), que es inherente al
método, 2. El limite de corte, dado en el procedimiento documentado. Ambos se sitiian en una escala
imaginaria de concentraciéon creciente. En la zona de deteccion, por encima del limite de deteccion, el
limite de corte nos permite distinguir regiones de concentracion del componente en las cuales se obtiene la
respuesta binaria correcta: p. ej., No por debajo de los limites y Si por encima de ellos.

Se utilizan varios conceptos adicionales en analisis cualitativo (Tabla D1). Los valores predictivos de
los resultados se pueden incrementar aumentando el predominio de la concentracion por encima de la
de corte en las muestras analizadas por el método cualitativo, p. €j., fuentes de informacion distintas a
las del método quimico cualitativo. Esto mejorara sustancialmente el valor practico del método de
medida cualitativo.

La selectividad de un método de medida cualitativo es un concepto ordinal: la extension en la que
analitos distintos al incluido en la especificacion interfieren en el analisis. Esta caracteristica
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fundamental del método se puede definir también como su capacidad para producir resultados que no
estan influidos por efectos de matriz.

Tabla D1 — Definicion y calculo de los conceptos que describen las propiedades diagnésticas de los
métodos de medida, incluyendo los métodos de medida cualitativos

Concepto (simbolo)

Descripcion

Formula

Relacion de probabilidad

La relacion de la tasa de verdadero

sensibilidad diagndstica

positiva (RP+) positivo con respecto a la tasa de | pp4=
falso positivo. 1 — especificidad diagnéstica
Relac.io'n de probabilidad | La r§lacién de la tasa de falso 1 — sensibilidad diagnéstica
negativa (RP-) negativo con respecto a la tasa de | RP—= — - —
verdadero negativo. especificidad diagnostica
Relacion de probabilidad | Combina  los  conceptos  de
diagnostica (RPD) sensibilidad diagnostica,
e o RP +
especificidad diagnostica y las | RPD = ——
relaciones de probabilidad en un RP —
Gnico niimero.
Valor predictivo positivo | La proporcion de muestras con un
(VPP) resultado positivo en el analisis
cualitativo que tienen la condicion. VPP = Numero de verdaderos positivos
Se tiene en cuenta la prevalencia de N Nuamero total de positivos
la condicion en la poblacion
objetivo de las muestras.
Valor predictivo negativo | La proporcion de muestras con un
(VPN) resultado negativo en el analisis
cualitativo que no tienen la VPN Numero de verdaderos negativos

condicion. Se tiene en cuenta la
prevalencia de la condiciéon en la
poblacion objetivo de las muestras.

Numero total de negativos
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