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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

- Practicamente todos los aspectos de la sociedad se apoyan
en el trabajo analitico

- Costo de la mediciones es alto y las decisiones que se toman
a partir de los resultados también tiene efectos (no solo
economicos)

- El cliente confia en los resultados del Laboratorio, los
resultados deben ser confiables

- Lavalidacion da al Laboratorio y a los analistas una mayor
confianza en sus resultados
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

ISO/IEC 17025 — Numeral 5.4.2

“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...”

Invirna
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Definiciones

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

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

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

VIM (a)

(a) VIM define ‘verificaciéon’ como “aportaciéon de evidencia objetiva de que un

elemento dado satisface los requisitos especificados”

@ wnsain Inviia

| g TODOSPORUN
\~€ NUEVO PAIS

PAZ EQUIDAD EDUCACION



" Eaisd ¢Cuando validar?
VG | ccuandovalidar?

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

ISO/IEC 17025 — Numeral 5.4.5.2
El laboratorio debe validar:

e Meétodos no normalizados

 Meétodos desarrollados por el laboratorio

 Meétodos normalizados usados fuera de su ambito de
aplicacion

 Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados
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" Eaiad ¢Cuando validar?
VG | ccuandovalidar?

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

édebo validar si adopto un método normalizado?

ISO/IEC 17025 — Numeral 5.4.2

“El laboratorio debe confirmar que puede operar

adecuadamente los métodos normalizados antes de introducir
los ensayos”

También verificar cambios importantes

o / g TODOSPORUN
: NUEVO PAIS

PAZ EQUIDAD EDUCACION




s o fies ¢Cuando validar?
INVIMQo

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

ISO/IEC 17025 — Numeral 5.4.5.3

“La validacion es siempre un equilibrio entre los costos,
los riesgos y las posibilidades técnicas. Existen muchos
casos en los que la gama y la incertidumbre de los valores (por
ejemplo, la exactitud, el limite de deteccion, la selectividad, la
linealidad, la repetibilidad, la reproducibilidad, la robustez
vy la sensibilidad cruzada) sélo pueden ser dadas en una
forma simplificada debido a la falta de informacion.”
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

iii EJEMPLO !!!

¢Cuando validar?

Tipo de aplicacion analitica
Caracteristica Ensayo de En-stayo .d,e Cuantificacion
: . cuantificacion de | del componente
identificacion . o
impurezas principal
Selectividad X X X
Limite de
g . (¢?)
eteccion
Limite de
. X
cuantificacion
Rango de trabajo X X
Veracidad (Sesgo) X
Precision X

Invima
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Caracteristicas de desempeiio

Selectividad

Limite de deteccidn (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)
Intervalo de trabajo

Sensibilidad analitica

Veracidad (Sesgo, recuperacion)

Precision (repetibilidad, precisidon intermedia y reproducibilidad)
Incertidumbre de medida (a)

Robustez

(a) En sentido estricto, la incertidumbre de medida no es una
caracteristica del desempeno de un procedimiento de medida
particular pero si de los resultados obtenidos al usar dicho
procedimiento.
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Preguntas claves
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Pregunta Caracteristica

éLa respuesta es cualitativa o cuantitativa? Selectividad
LOD y/o LOQ

éCuales son los analitos de interés presentes

y los niveles probables (%, ug/g, ng/g, etc)? Selectividad

éEstan presentes en mas de una forma quimica LOD y/o LOQ

(i.e. estados de oxidacion, estereoisomeros), y Rango de trabajo
es necesario distinguir entre las diferentes
formas?

iQué magnitud requiere ser medida (‘el
mensurando’)? éInteresa medir la concentracion
‘total’ del analito presente o la ‘cantidad
extraida’ bajo condiciones concretas?

Recuperacion
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oo Preguntas claves

INVIiMa
Pregunta Caracteristica
, , L , , Veracidad y
éQué veracidad y precision se requieren? éCual .,
: : _ recuperacion
es la incertidumbre objetivo y como debe L,
Precision

expresarse? ,
Incertidumbre

éCuales son las interferencias mas probables

: Selectividad
del analito(s)?
éSe han establecido tolerancias para los
parametros criticos de desempeno del analisis
Robustez

(i.e. tiempo de extraccidon, temperatura de
incubacion)?
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Preguntas claves

Pregunta Caracteristica

éLos resultados necesitan ser comparados con
los de otros laboratorios?

éLos resultados necesitan ser comparados
con especificaciones externas?

Incertidumbre

@ MinsaLUD
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Selectividad
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Selectividad
IMQ

EURACHEM
o 7 o

el 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”

VIM

"la propiedad de un sistema de medicion, usado con un
procedimiento de medicion especificado, por el cual
proporciona valores medidos para uno o varios mensurandos
de tal manera que los valores de cada mensurando son
independientes de otros mensurandos u otras cantidades en el

fendmeno, cuerpo, o sustancia siendo investigada "
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

¢Qué hacer?

é¢Cuantas

veces ?

Selectividad

¢Qué calcular/determinar a

Comentarios

Analice muestras de
ensayo y MR por el
método candidato y
otros métodos
independientes

partir de la informacion ?

Use los resultados de las
técnicas confirmatorias para
evaluar la capacidad del
método para confirmar la
identidad del analito y su
capacidad para medir el
analito aislado de otras
interferencias.

Decida qué cantidad
razonable de
informacion
adicional es
necesaria para
conferir suficiente
confiabilidad

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

Examine el efecto de las
interferencias. éLa presencia
de la interferencia inhibe la
deteccion y cuantificacion de
los analitos?

Si la deteccidn o
cuantificacién es
inhibida por las
interferencias, sera
necesario continuar
con el desarrollo del

método.
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Limite de deteccion
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

VIM

"el valor medido, obtenido segun un procedimiento de medida
dado, para el cual la probabilidad de falsamente reclamar la
ausencia de un componente en un material es B, considerando
una probabilidad a de falsamente reclamar su presencia”
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- Limite de deteccion

INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

¢Qué hacer? ¢Cuantas éQué Comentarios
veces?  calcular/determinar a
partir de la
informacion ?
Medidas replicadas de 10 Calcule la desviacion Cuando no es posible
muestras blanco, es decir estandar, sO, de los tener muestras blanco o
matrices que no resultados. de baja concentracion,
contengan cantidades use blancos de reactivo
detectables del analito. Calcule LOD como en lugar de muestras
o} LOD =3 xs0 blanco.

Medidas replicadas de la
muestra de ensayo con
una baja concentracién
del analito.
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Limite de cuantificacion

/ g TODOSPORUN
&= NUEVO PAIS
o PAZ EQUIDAD EDUCACION

Invitia




vt
INVIMaQ

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

EURACHEM

"EI LOQ es el minimo nivel de analito que puede ser
determinado con desempeno aceptable.”
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INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

é¢Qué hacer?

é¢Cuantas
veces ?

Limite de cuantificacion

éQué
calcular/determinar a

partir de la
informacion ?

Comentarios

Medidas replicadas de
muestras blanco, es decir
matrices que no
contengan cantidades
detectables del analito.

0

Medidas replicadas de la
muestra de ensayo con
una baja concentracién
del analito.

10

Calcule la desviacion
estandar, sO, de los
resultados.

Calcule LOD como
LOD = kQ x sO

Cuando no es posible
tener muestras blanco o
de baja concentracion,
use blancos de reactivo
en lugar de muestras
blanco.

kQ es usualmente 10.

@ MinsaLuo
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e Medicamentos y Alimentos.

Rango de trabajo
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. oo Rango de trabajo
v | Rangodetmbapo

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

EURACHEM

" es el intervalo en el cual el método proporciona resultados
con una incertidumbre aceptable.

El extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado
por el limite de cuantificacion, LOQ. El extremo superior del
intervalo de trabajo esta definido por las concentraciones a las
cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad
analitica.
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Ranan Rango de trabajo

INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

¢Qué hacer? éCuantas ¢Qué calcular/determinar a Comentarios

veces ? partir de la informacion ?

Curvas de calibracion 6 - Graficar. Evaluacion visual. - Espaciar

con minimo 5 niveles - Modelo. Relacion uniformemente las

de concentracién concentracion vs respuesta. concentraciones

(incluyendo el cero si - Evaluar estadisticas de seleccionadas en el

es posible) regresion y residuales rango.
-Pruebas estadisticas - No realizar diluciones
adicionales seriales
- Describir la formula - Aleatorizar el orden de
matematica de la curva analisis de los patrones
seleccionada
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Tipo de errar Descripcian cualitativa hedida cuantitativa

Error weracidad
sistermatico

Sesg0

Error (Total) a Exactitud ) Incertidumbre
Errn:ur. Precisidn . fMedidas de dispersion
aleataorio (=, R5D .1 bajo

condiciones especificas
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

VIM
“cercania de acuerdo entre un valor medido y el valor verdadero
del mensurando”

EURACHEM

“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.”
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e fooo Veracidad (Sesgo)

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

ViIM

"la cercania de acuerdo entre el promedio de un numero infinito
de valores medidos y un valor de referencia "

La determinacion practica del sesgo se basa en la comparacion
de la media de los resultados del método candidato con un valor
de referencia adecuado.

El valor de referencia puede ser:

a. Analisis de materiales de referencia certificados

b. Experimentos de recuperacion utilizando muestras
adicionadas

c. Comparacion con resultados obtenidos por otro método.
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

VIM

"la cercania de acuerdo entre valores medidos obtenidos por
mediciones replicadas sobre el mismo u objetos similares bajo
condiciones especificas"

Condiciones especificas:
a. Repetibilidad

b. Precision intermedia
c. Reproducibilidad

La evaluacion practica de la precision requiere la realizacion
de mediciones repetidas en materiales adecuados
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- Determinacion simultanea de sesgo y precision

INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

¢Qué hacer? ¢Cuantas é¢Qué calcular/determinar a

veces ? partir de la informacion ?

e Matriz blanco

e Material de referencia

certificado (CRM).

e Matriz blanco fortificada en

nivel 1 de concentracion 6 veces (Duplicado

: e ANOVA
e Matriz blanco fortificada en  dentro de cada lote)
nivel 2 de concentracion
e Matriz blanco fortificada en
nivel 3 de concentracion
— vt TODOS PORUN
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Cocas Determinacion simultanea de sesgo y precision

INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

éQué hacer?

éCuantas

veces ?

e Curva de calibracién

e Blanco de reactivos

e Matriz blanco

* Material de referencia certificado (CRM).

e Matriz blanco fortificada en nivel 1 de concentracion
e Matriz blanco fortificada en nivel 2 de concentracidon
e Matriz blanco fortificada en nivel 3 de concentracion

6 veces (Duplicado
dentro de cada lote -
Excepto la curva de
calibracion)

@ MinsaLuo
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Group 1

Group 2

Group p

@ MinsaLUD
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Fuente de Suma de cuadrados 14 Cuadrado medio (MS)
variacion (SS)
Entre grupos SS, p-1 MS, =SS5y / (p-1)
Dentro de grupos | SS ., N-p MS., =SS, /| (N-p)
Total S50t = S8, + 55, N-1

5. = 4/ M5, Repetibilidad

J(msb— MS,,)
Spetween — -

5y = Js.,, + 5h et man Precisidon intermedia
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Robustez

@ MinsaLuo
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

EURACHEM

“La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su
capacidad para permanecer no afectado por pequenas
variaciones premeditadas de los parametros del método. La
robustez proporciona una indicacion de |la fiabilidad del método
durante su uso normal”
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

é¢Qué hacer?

Robustez

éCuantas

veces ?

é¢Qué calcular/determinar
a partir de la informacion ?

Identificar las variables que
podrian tener un efecto
significativo en el
desempeno 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 o Youden-
Steiner

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

Realizar pruebas de
significacion para
determinar si

los efectos observados son
estadisticamente
significativos.
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

Diseno Youden-Steiner

Factor Ensayos
1 2 3 4 5 6 7 8

A/a A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
C/c C C C C C C C C
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
G/g G g g G g G G g
Resultado s t u Y W X y z
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

INYIMQO

La comparacion de las medias de los resultados revela el efecto de cambiar
el valor “normal” por el alternativo. A continuacion se presenta el modelo

para el calculo de la diferencia de la respuesta para cada parametro.

Parametros Diferencia
A-a V, = ( s+t+u+v)/4- (w+x+y+z)/4
B-b Vi = (s+t+w+x)/4 - (u+v+y+z)/4
C-c Vc = (stu+w+y)/4- (t+v+x+z)/4
D-d Vp = (s+t+y+z)/4 — (u+v+w+x)/4
E-e Vi = (s+u+x+z)/4 — (t+v+w+y) /4
F-f Vi = (s+v+w+z)/4 — (t+u+x+y)/4
G-g Vg = (s+v+x+y)/4 — (t+u+x+z)/4

Para decidir si un parametro tiene influencia significativa sobre el resultado, se
compara la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre este parametro y el
productos de s (desviacion estandar del estudio de precision) y raiz de 2 por

ejemplo,
Si | Vgl > s ¥ 2 entonces la diferencia es significativa, es un factor critico.

InYirma
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Incertidumbre
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

EURACHEM

“Parametro asociado al resultado de una medida, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente ser atribuidos al mensurando”

VIM
“Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de valores
atribuidos a un mensurando, basada en la informacion utilizada”
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Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

El calculo de la incertidumbre utiliza:

a. La mejor estimacion disponible de |a precision

b. La mejor estimacion disponible del sesgo y su incertidumbre
c. La cuantificacion de cualquier incertidumbre asociada a

efectos que no se han tenido lo suficientemente en cuenta en
el estudio de validacion.
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Cocas Determinacion simultanea de sesgo y precision

INViMa

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

é¢Qué hacer? éCuantas

veces ?

e Curva de calibracién

e Blanco de reactivos

e Matriz blanco

* Material de referencia certificado (CRM). 6 veces (Duplicado
e Matriz blanco fortificada en nivel 1 de concentracion dentro de cada lote)
e Matriz blanco fortificada en nivel 2 de concentracidon

e Matriz blanco fortificada en nivel 3 de concentracion
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