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1. Introduccio

Des de fa diversos anys, els centres d’investigacio, la indistria
farmaceutica i diverses empreses de la inddstria del diagnostic in
vitro empren sistemes de mesura basats en la cromatografia
liquida dalta eficacia ' 0 HPLC (acronim de I’anglés high-
performance liquid chromatography) per investigar i
desenvolupar nous farmacs o biomarcadors, degut a I’elevada
capacitat per separar, aillar, identificar i quantificar diversos
components d’una mostra (també anomenats analits) i a les
propietats metrologiques que presenten. Per contra, en I’ambit de
les ciéncies de laboratori clinic la incorporacio i la utilitzacié
d’aquests sistemes ha sigut tardana degut, principalment, a que
tenen com a principals inconvenients, una certa complexitat de
maneig i d’interpretaci6 de dades.

Malauradament, per al mesurament o I’examen de diverses
propietats biologiques, sén poques les empreses del diagnostic in
vitro que han desenvolupat procediments de mesura
cromatografics i validat sistemes de mesura basats en I’HPLC
(d’ara en endavant, sistemes cromatografics). Aquesta situacid
obliga als professionals de les ciéncies de laboratori clinic a
haver de desenvolupar els seus propis procediments i a validar els
sistemes que utilitzen. Aixi mateix, si els laboratoris clinics estan
acreditats segons la norma 1SO 15189:2012 (1), aquest fet pren
una major importancia donat que la norma exigeix que els
laboratoris facin servir sistemes de mesura que hagin sigut
validats préviament. La norma també especifica que aquesta
validacid ha de ser tan exhaustiva com sigui necessari i que s’ha
de comprovar, mitjancant la provisio d’evidéncia objectiva, que
s’han complert els requisits especifics per a la seva utilitzacié
prevista. Per altra banda, tot i que la norma anomena quines sén
les propietats metrologiques que haurien d’estudiar els
laboratoris per dur a terme la validacio dels seus sistemes de
mesura —la veracitat de mesura, ’exactitud de mesura, la
precisio de mesura, la incertesa de mesura, ’especificitat o
selectivitat metrologica, la sensibilitat metrologica, els limits de
deteccio i quantificacio i ’interval de mesura— no déna detalls
exhaustius de com realitzar 1’estudi d’aquestes propietats
metrologiques.

2. Objecte i camp d’aplicacio

L’objecte d’aquest document és presentar una proposta de
guia per als laboratoris clinics que els permeti validar sistemes
cromatografics.

El camp d’aplicacié d’aquest document abasta la validacié de
sistemes de mesura que permetin el mesurament de magnituds
biologiques corresponents a escales racionals i que utilitzin, com
a principis de mesura, ’'HPLC acoblada a I’espectrometria
d’absorcido molecular (a 1’ultraviolat, al visible o a I’infraroig),
I’HPLC acoblada a la fluorimetria, I’HPLC acoblada a la
voltamperometria, I’HPLC acoblada a la conductimetria, I’HPLC
acoblada a la refractometria, ’HPLC acoblada a 1’espectrometria
de masses o MS (acronim de I’anglés mass spectrometry)
(HPLC-MS) o I’HPLC acoblada a I’espectrometria de masses en
tandem (HPLC-MS/MS).

! Els sistemes de mesura basats en la cromatografia liquida d'alta eficacia
als quals es fa referéncia consten d’un cromatograf liquid I’alta eficacia i un
espectrometre de masses o d’un cromatograf liquid d’alta eficacia i un
detector d’absorbancia (detector ultraviolat, visible o d’infrarojos), detector
de matriu de diodes, detector fluorimétric, detector voltamperométric
(electroquimic), detector conductimétric, detector d’index de refraccid i
detector evaporatiu de dispersio de llum

Aquest document no contempla la validacié de les propietats
semiologiques de les magnituds biologiques. S'entén que els
laboratoris clinics incorporen sistemes cromatografics que
permeten mesurar magnituds biologiques relacionades amb nous
farmacs o biomarcadors, només quan ja hi ha evideéncia cientifica
de la seva utilitat clinica. També s’exclou en aquest document, la
verificaci6 o la validaci6 de la capacitacié d’operaris (habilitacio)
dels sistemes cromatografics.

Aquest document va dirigit a tots els tipus de laboratori clinic.
3. Vocabulari

En aquest document sén aplicables, entre altres, els termes de
la Federacid Internacional de Quimica Pura i Aplicada (IUPAC),
IInstitut per a la Normalitzacié de Laboratoris Clinics (CLSI),
I’ Agéncia Europea del Medicament (EMA) i la tercera edicié del
Vocabulari Internacional de Metrologia (2-9):

analit: component biologic d’una mostra relacionat amb la
magnitud bioldgica que es vol mesurar

arrossegament (“carry-over”): procés en el qual uns materials
son transportats a una barreja de reacci6 a la que no pertanyen

NOTA: Aquests materials poden ser o bé parts d’un
espécimen o mostra, 0 reactius incloent diluents o solucions
de rentat.

avaluacié externa de la qualitat: sistema de comparacié de
valors mesurats de diferents laboratoris, realitzat de manera
objectiva i retrospectiva per una organitzacié externa

NOTA 1. Aquesta comparacid és necessariament
retrospectiva i no presenta cap influéncia en els valors
mesurats dels pacients obtinguts en un determinat dia.

NOTA 2: Els valors mesurats obtinguts per cada laboratori
son comparats amb els valors mesurats obtinguts per la resta
de laboratoris participants. Habitualment, empren valors
mesurats de control obtinguts de forma esporadica pero
periodica. Aquests valors no sén coneguts pels laboratoris
participants i per tant, les diferents magnituds biologiques es
mesuren “a cegues”.

biaix de mesura: estimacié d’un error sistematic

calibratge: operacié que, en condicions determinades, estableix
en una primera etapa una relacié entre els valors, amb les seves
incerteses de mesura, d’uns patrons i les indicacions
corresponents, amb les seves incerteses, i que després utilitza en
una segona etapa aquesta informacié per establir una relacié que
permet obtenir un resultat de mesura a partir d’una indicacio

capacitat de deteccid: capacitat d’un sistema de mesura per
obtenir valors d’una magnitud propers a zero

condicions de precisié intermédia: condici6 de mesura en un
conjunt de condicions que inclou el mateix procediment de
mesura, el mateix lloc i mesures repetides del mateix objecte o
objectes similars durant un periode de temps ampli, perd que pot
incloure altres condicions que poden variar

condicions de repetibilitat: condicié de mesura en un conjunt de
condicions que inclou el mateix procediment de mesura, els
mateixos operadors, el mateix sistema de mesura, les mateixes
condicions de funcionament i el mateix lloc, aixi com també
mesures repetides del mateix objecte o objectes similars durant
un curt periode de temps

corba de calibratge: expressié de la relaci6 entre una indicacio i
un valor d’una magnitud

cromatograf: sistema de mesura que permet dur a terme la
separaci6 cromatografica

cromatografia: principi de mesura fisic de separacié en el qual
els components a separar d’una mostra es distribueixen entre
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dues fases, una que és estacionaria (fase estacionaria) mentre que
I'altra, (la fase mobil) es mou en una direcci6 determinada

cromatografia liquida d’alta eficacia: cromatografia on la fase
mobil és un liquid. La cromatografia es porta a terme en una
columna farcida de particules molt petites i amb una pressié
elevada

efecte d’arrossegament: biaix ocasionat per la transferéncia o
arrossegament entre dos espécimens

efecte matriu: biaix que afecta al mesurament d'una magnitud
biologica com a conseqliéncia de l'efecte combinat de tots els
components d’una mostra

NOTA: Si el component de la mostra que produeix aquest
efecte és identificat, rep el nom d’interferent i el procés o
efecte que ocasiona es coneix com a interferencia.

error de mesura: diferéncia entre el valor mesurat d’una
magnitud i el valor de referéncia [metrologic] d’una magnitud

error sistematic: component de I’error de mesura que, en
mesures repetides, roman constant o varia de manera previsible

espectrometre de masses: instrument que permet mesurar les
abundancies i relacions massa/carrega dels ions en fase gasosa

espectrometria de masses: estudi de la materia a través de la
formaci6 d’ions en fase gasosa que son caracteritzats, mitjangant
un espectrometre de masses, segons la seva massa, carrega,
estructura o propietats fisicoquimiques

estabilitat: periode de temps en el qual una magnitud biologica
manté els seus valors dins d’uns limits establerts i en unes
condicions especificades

exactitud de mesura: concordanca entre un valor mesurat i un
valor vertader d’un mesurand

NOTA: L’exactitud de mesura no té valor numéric pero
aquesta es pot estimar mitjangant 1’error de mesura o la
incertesa de mesura.

heterocedasticitat: propietat d’un sistema de mesura on la
variancia metrologica és la mateixa per a qualsevol valor del
mesurand, dins d’un interval de valors individual

homocedasticitat: propietat d’un sistema de mesura on la
variancia metrologica depen del valor del mesurand, dins d’un
interval de valors individual

imprecisié: desviacid estandard, variancia o coeficient de
variacio observat a partir dels resultats obtinguts efectuant
mesures repetides en un material adequat sota unes condicions de
mesura especificades

indicacio: valor subministrat per un instrument de mesura 0 un
sistema de mesura

incertesa de mesura: parametre no negatiu que caracteritza la
dispersio dels valors atribuits a un mesurand a partir de les
informacions utilitzades

interferencia: biaix que afecta el mesurament d'una magnitud
biologica com a conseqliencia de l'efecte d'un component
especific en una mostra

interferent: component especific d’una mostra que produeix una
interferéncia

interval de mesura: conjunt de valors de magnituds d’un mateix
tipus que un instrument de mesura o un sistema de mesura
determinat pot mesurar amb una incertesa instrumental donada,
en condicions determinades

limit de deteccid: valor mesurat minim obtingut amb un sistema
de mesura determinat, per al que la probabilitat de qué aquest
valor no excedeixi el valor critic és 8. Habitualment B = 0,05

limit de quantificaci6: valor mesurat minim que es pot estimar
amb una imprecisié acceptable

linealitat: caracteristica d'un sistema de mesura donada pel fet
que la seva funcio de calibratge coincideix amb l'equaci6é d'una
recta

magnitud: propietat d’un fenomen, d’un cos o d’una substancia,
que es pot expressar quantitativament mitjancant un nimero i una
referencia

material de referéncia: material suficientment homogeni i
estable en relacid a unes propietats determinades, que s’ha
establert com apte per al seu Us previst en una mesura 0 examen
de propietats biologiques

material de referencia certificat: material de referéncia
acompanyat d’una documentaci6é lliurada per un organisme
autoritzat i que subministra un o més valors de propietats
individuals, amb les incerteses i les tracabilitats associades,
utilitzant procediments validats

matriu: tots els components d’una mostra que son diferents al
component que forma part de la magnitud que es mesura

mesurand: magnitud que es vol mesurar

precisi6 de mesura: concordanca entre les indicacions o els
valors mesurats obtinguts mitjangant mesures repetides del
mateix objecte o objectes similars en condicions especificades

NOTA 1: La precisio s’expressa numericament mitjangant
estudis d’imprecisié basats en el calcul de la desviacid
estandard, la variancia o el coeficient de variacio.

NOTA 2: Les condicions especificades poden ser, per
exemple, condicions de repetibilitat, condicions de precisio
intermédia o condicions de reproductibilitat.

NOTA 3: La precisio s’utilitza per definir la repetibilitat de
mesura, la precisi6 intermeédia de mesura o la
reproductibilitat de mesura.

precisid en un laboratori: precisi6 de mesura que conté la
repetibilitat i la precisié en condicions intermédies

precisié intermedia de mesura: precisi6 de mesura sota un
conjunt de condicions de precisi6 intermedia

procediment de mesura: descripcié detallada d’una mesura
d’acord amb un o més principis de mesura i a un metode de
mesura determinat, fonamentat en un model de mesura i incloent
tot el calcul destinat a obtenir un resultat de mesura

recuperacio: fraccio de la quantitat total d’una substancia que es
recupera després d’un procés quimic
repetibilitat de mesura: precisi6 de mesura d’acord amb un
conjunt de condicions de repetibilitat

selectivitat d'un sistema de mesura: caracteristica d’un sistema
de mesura, emprant un procediment de mesura determinat,
gracies a la qual el sistema subministra valors mesurats, per a un
0 més mesurands, de manera que els valors de cada mesurand sén
independents d’altres mesurands o altres magnituds del fenomen,
cos o substancia que s’investiga

sensibilitat d'un sistema de mesura: quocient entre la variacio
d’una indicacié d’un sistema de mesura i la variacio corresponent
del valor de la magnitud mesurada

sistema de mesura: conjunt d'un o diversos instruments de
mesura i sovint d'altres dispositius, incloent-hi, si cal, reactius o
altres subministraments, ajuntats i adaptats per proporcionar
informacions destinades a I'obtencié de valors de magnituds
mesurats dintre d'uns intervals especificats, per a magnituds
especificades

soroll d’un sistema de mesura: fluctuacions aleatories que es
produeixen en una indicacid que son inherents al sistema de
mesura

temps de retenci6: temps transcorregut des que el component
d’una mostra és injectat fins que arriba al detector
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tracabilitat metrologica: propietat d’un resultat de mesura
gracies a la qual aquest resultat pot ser relacionat a una referéncia
mitjangant una cadena ininterrompuda i documentada de
calibratges, que contribueixen a la incertesa de mesura

validacio: verificacié en la que els requisits especificats son
adequats per a un Us determinat

valor d’una magnitud: conjunt d’un numero i una referéncia
que constitueix I’expressio quantitativa d’una magnitud

valor critic [metrologic]: valor minim obtingut amb un sistema
de mesura determinat, per al que la probabilitat de que aquest
valor sigui zero és a.. Habitualment o = 0,05

veracitat de mesura: concordanga entre la mitjana d’un nombre
infinit de valors mesurats repetits i un valor de referéncia
[metrologic] d’una magnitud

NOTA: La veracitat no té valor numeric perd aquesta esta

inversament relacionada amb I’error sistematic el qual pot
ser estimat com un biaix de mesura.

verificacid: provisid de proves objectives que una entitat donada
satisfa uns requisits determinats

4. Validacio de sistemes cromatografics

La utilitzaci6 d'un sistema cromatografic determinat, igual que
qualsevol sistema de mesura que s’empra en un laboratori clinic,
ha de comportar un procés previ de validacié que permeti
comprovar, mitjangant la provisi6 d’evidéncia objectiva, que
s’han complert els requisits especifics per a la seva utilitzacio
prevista. Es, per tant, imprescindible que els laboratoris clinics
estableixin aquests requisits abans de dur a terme el procés de
validaci6 (1). Aquests requisits poden ser de caracter obligatori,
basats en disposicions legals (10-14), obtinguts a partir de
recomanacions publicades per organitzacions cientifiques
nacionals o internacionals (15-18), o bé, en el cas que no n’hi
hagi per poder-s'hi acollir, el propi laboratori clinic els haura
d’establir. Per altra banda, els laboratoris clinics també hauran de
detallar, documentar i enregistrar tota la informaci6 relacionada
amb el procés de validaci6 (procediment de mesura
cromatografic desenvolupat, sistema cromatografic utilitzat,
reactius o materials emprats, requisits metrologics establerts o
adoptats, resultats obtinguts de les propietats metrologiques
estudiades, entre altres).

Cal esmentar que el procés de validacid6 d’un sistema
cromatografic no difereix de qualsevol altre sistema de mesura
que s’utilitza en un laboratori clinic. Tot i aix0, degut a les
caracteristiques propies que presenta un sistema cromatografic,
algunes de les propietats metrologiques considerades en el procés
de validacié hauran d’estudiar-se d’una manera més exhaustiva i
particular.

Existeixen diferents guies o recomanacions genériques (9, 19-
27) o especifiques (28-87) publicades per organismes
internacionals o nacionals, societats cientifiques o grups d'experts
que fan referéncia a la validacié de sistemes de mesura. Totes
aquestes guies especifiquen que en la validacié d’un sistema de
mesura s’han de tenir present o estudiar els segiients aspectes o
propietats metrologiques: la preparacié de solucions i materials
diversos, el calibratge i la corba de calibratge, la sensibilitat
metrologica, 1’interval de mesura i la linealitat, la capacitat de
detecci6 (valor critic, limit de detecci6 i limit de quantificacio), la
precisi6é de mesura (en condicions de repetibilitat i en condicions
intermédies), la veracitat de mesura, l’error de mesura, la
selectivitat, 1’arrossegament, D’eficiéncia d’un procés (la
recuperaci6 i ’efecte matriu —principalment en sistemes basats
en ’HPLC-MS o I’HPLC-MS/MS—) i I’estabilitat.

Per dur a terme el procés de validacio de sistemes
cromatografics del present document, de totes les guies
gendriques o especifiques existents a la bibliografia, s’han fet

servir, principalment, aquelles que sén especifiques de sistemes
cromatografics, les més recents i les més ampliament utilitzades.

4.1. Preparacio de solucions i materials diversos
4.1.1. Reactius i dissolvents

Un dels requeriments essencials quan es treballa amb sistemes
cromatografics és que els reactius genérics i dissolvents que
s’empren per preparar la fase mobil, els materials de calibratge o
de control, els estandards interns i altres solucions pressentin una
elevada puresa o riquesa (qualitat HPLC o HPLC-MS) % De no
ser aixi, es pot comprometre el mesurament de la magnitud en
estudi  (separacio, resolucié i eficacies cromatografiques
inapropiades que poden donar lloc a una menor reproductibilitat i
capacitat de deteccio, entre altres), aixi com condicionar el bon
funcionament del sistema cromatografic (obstruccié de canules,
tubs, valvules, injectors, detectors, entre altres).

4.1.2. Preparacié de materials

materials de control

de calibratge i

Per a la validacié de sistemes cromatografics, sempre que
sigui possible, és recomanable que s’utilitzin materials de
calibratge i de control comercials i que la seva preparaci6 es
realitzi seguint les instruccions i recomanacions descrites pel seu
fabricant. D’aquesta manera, es pot arribar a simplificar el
procediment de mesura cromatografic i aconseguir disminuir les
possibles fonts d’error resultants de la seva preparacio
“casolana”. D’altra banda, és imprescindible que aquests
materials presentin valors assignats tragables a una unitat Sl, a un
material de referéncia o a un procediment de referéncia de la
major qualitat metrologica possible.

Malauradament, per a la majoria de les magnituds biologiques
que es mesuren mitjangant sistemes cromatografics, sén poques
les empreses del diagnostic in vitro ® a on es poden adquirir els
materials que compleixin els requisits abans esmentats, obligant
als laboratoris clinics a haver de preparar els seus propis
materials de calibratge i materials de control.

En aquests casos, per a la preparacié dels diferents materials,
s’han de fer servir, per una banda, materials de referéncia
certificats de ’analit *, dels quals es conegui la seva puresa o
riquesa, la seva tracabilitat (a poder ser al Sistema Internacional
d’Unitats) i incertesa de mesura i, per una altra banda, una barreja

2 En Pactualitat existeixen diverses empreses que distribueixen els reactius o
dissolvents que compleixen amb aquestes caracteristiques de puresa o

riquesa, com per exemple, Sigma Aldrich
(http://www.sigmaaldrich.com/spain.html), Merck-Millipore
(http://www.merck.es/es/index.html (o]

Scientific
VWR

http://www.merckmillipore.com/ES/es), Fisher
(https://es.fishersci.com/es/), Panreac (http://www.panreac.es/es/),
(https://es.vwr.com/app/Home), entre altres.

® Les principals empreses on es poder obtenir aquests materials de calibratge i
de control s6n Chromsystems (http://chromsystems.com/en-gb) i Recipe
(http://www.recipe.de/en/index.html).

* Existeixen diverses empreses o organitzacions que distribueixen materials
de referéncia certificats, entre les que es poden destacar I’Institut Nacional de
Patrons i Tecnologia (NIST; de I’anglés National Institute of Standards and
Techology; http://www.nist.gov/srm/index.cfm), 1’Organitzacié Mundial de
la Salut (OMS; http://www.who.int/bloodproducts/catalogue/en/), la
Farmacopea Europea (EP; de [I’anglés European Pharmacopeia;
http://www.edgm.eu/en/ph-eur-reference-standards-627.html), la Farmacopea
dels Estats Units (USP; de l’anglés United States Pharmacopeia;
http://www.lgcstandards.com/epages/LGC.sf/les ES/?0bjectPath=/Shops/LG
ClCategories/%22CATALOGUE%20PHARMA%20CAT %22/H-
33/PRODUCTS), Cerilliant, Fluka i Supelcu (distribuidor Sigma-Aldrich;
http://www.sigmaaldrich.com/spain.html), entre altres.
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del liquid biologic en estudi (plasma, sérum, orina,...) pero que
no contingui I’analit en qiiestié (material de blanc) ° (9, 19, 20).

En els casos en que els materials de referéncia certificats
estiguin preparats sobre la matriu biologica en estudi (per ex.:
alguns materials de referéncia del NIST i I’OMS), els materials
de calibratge o de control s’han de preparar seguint les
instruccions proporcionades pel fabricant.

El nombre minim recomanable de materials de calibratge a
preparar és de set (inclosos els blancs o calibradors 0) i la seva
seleccid ha de permetre cobrir I’interval de mesura en estudi (9,
19, 24, 25, 27). Per altra banda, el nombre minim recomanable de
materials de control a preparar és de tres. Dos dels materials han
de tenir valors de la magnitud biologica en estudi per sota
(control baix) i per sobre (control alt) de I’interval de referéncia,
interval terapeutic o valor de decisi6 clinica (valor discriminant) i
I’altre material, ha de presentar un valor que estigui inclos dins
d’aquests intervals o proper al valor discriminant (control mitja).
A més, el material de control baix ha de tenir un valor
aproximadament tres vegades el del limit de quantificacid (9, 19,
20).

El procediment de preparacid dels materials de calibratge i de
control seria recomanable que es realitzés de la segiient manera
(es pot veure un exemple a I’Annex 1):

1) Preparar el material de blanc a partir d’una barreja de
mostres de pacients (es recomana utilitzar un minim de 10
mostres). Una vegada realitzada la barreja, cal verificar que
no hi ha analit. Aquesta verificacid es pot dur a terme
utilitzant la informaci6 clinica de cada un dels pacients aixi
com, processant la mostra en el sistema cromatografic.

2) Preparar una solucié primaria de 1’analit (stock solution en
anglés), una per als materials de calibratge i una altra per
als materials de control, en un dissolvent apropiat (aigua,
metanol o acetonitril, depenent de la solubilitat de I’analit).
Cal que les dues solucions es preparin a partir de pesades
diferents.

3) Preparar diferents solucions secundaries (set per als
materials de calibratge i tres per als materials de control),
en aigua qualitat HPLC o HPLC-MS, que presentin 10
vegades la concentraci6 teorica de les solucions de treball
(working solutions en anglés) dels materials de calibratge i
de control a utilitzar.

4) Preparar les solucions de treball per als materials de
calibratge i de control, afegint 1 part de volum de la
corresponent solucié secundaria realitzada anteriorment
sobre 9 parts de volum de material de blanc (dilucié 1/10).

Sempre que sigui possible, cada vegada que es realitzin
mesuraments interserials de la magnitud en estudi, s’han de
preparar de nou les solucions de treball dels materials de
calibratge i de control noves, llevat que es pugui garantir que
aquestes son estables en unes condicions d’emmagatzematge
determinades.

® Només en el cas que I’analit no es trobi en el liquid bioldgic, per exemple,
en el cas dels farmacs. Si I’analit es troba en el liquid biologic, és a dir, €s un
component biologic, com a material de blanc es podria fer servir una solucié
de clorur sodic 154 mmol/L i albimina plasmatica 50 g/L, una soluci6 salina
comercial o aigua qualitat HPLC o HPLC-MS, sempre i quan es conegués
que l’efecte matriu és minim o negligible. Si existeix un efecte matriu
significatiu, és recomanable fer servir una barreja del liquid biologic (plasma,
sérum, orina,...) i aplicar un procediment que permeti compensar I’efecte
matriu existent, per exemple, mitjancant el procediment de 1’addicio
estandard (30).

La preparacié dels diferents materials s’ha de realitzar fent
servir instruments de mesura (pipetes, vasos de precipitats,
matrassos aforats, balances analitiques) que continguin els seus
corresponents certificats de calibratge.

Per altra banda, s’hauria d’indicar la incertesa de mesura
associada a la preparacio dels materials de calibratge i de control
(80, 81) (es pot veure un exemple a I’Annex 1).

4.1.3. Preparacid de solucions d’estandard intern

La utilitzacié d’estandards interns és una practica comuna en
cromatografia quan s’utilitzen els sistemes cromatografics amb
una finalitat quantitativa (88, 89).

Un estandard intern és una substancia que s’afegeix a totes les
mostres, materials de calibratge i materials de control en una
quantitat coneguda constant, permetent compensar o reduir
alguns errors que es puguin produir en el procediment de mesura
(per exemple, errors atribuibles a la preparaci6 de la mostra) o bé
puguin afectar al sistema de mesura (errors en el pipeteig de
mostres, compensacid de fluctuacions de senyal en el detector,
compensacié d’un possible efecte matriu, entre altres) durant el
mesurament de la magnitud biologica en estudi.

Idealment, un estandard intern hauria de presentar les segiients
propietats (9, 20, 30):

— No trobar-se en la mostra a estudiar.

— Tenir una composici6 i estructura quimica similar a la de
I’analit. En ’HPLC-MS o I’HPLC-MS/MS, sempre que
sigui possible, s’ha de fer servir el propi analit marcat amb
isotops estables (°H, **C, ©°N, entre altres).

— Ser suficientment estable en solucié com per garantir que
aquest no es degradara durant els processos de preparacié
de la mostra i de separaci6 cromatografica.

— Proporcionar un senyal analitic suficient en el detector
cromatografic.

— Tenir una resolucié cromatografica diferenciada de ’analit.
Es a dir, que I’estandard intern i I’analit elueixin a diferents
temps de retencié i que els seus corresponents pics
cromatografics estiguin clarament diferenciats entre si. Per
a I'HPLC-MS o I’HPLC-MS/MS, degut a I’elevada
selectivitat i especificitat que proporciona un espectrometre
de masses com a detector cromatografic, no cal que es
compleixi aquesta propietat.

— Eluir després de I’analit per tal de poder confirmar que la
separaci6é cromatografica ha evolucionat correctament. En
I’HPLC-MS o I’HPLC-MS/MS és suficient que 1’analit
elueixi al mateix temps que I’estandard intern.

Per a la preparaci6 de solucions d’un o varis estandards
interns, no és necessari que aquesta es realitzi a partir de
materials de referéncia certificats perd si és imprescindible que el
material ® per dur-les a terme presenti una elevada puresa o

® Existeixen diferents empreses on es poder obtenir materials per a la
preparaciéo de solucions d’estandards interns. Entre elles podem destacar:
Chromsystems (http://chromsystems.com/en-gb), Recipe
(http://www.recipe.de/en/index.html), Cerilliant, Fluka i Supelcu (distribuidor
Sigma-Aldrich: http://www.sigmaaldrich.com/spain.html), Merck-Millipore
(http://www.merck.es/es/index.html (o]
http://www.merckmillipore.com/ES/es), AlsaChim
(http://www.alsachim.com/index.php?test=1), Toronto Research Chemicals
(http://www.trc-canada.com/) i Medical Isotopes
(http://www.medicalisotopes.com/), entre altres.
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riquesa (9, 20). A més, s’ha de conéixer quines son aquestes
impureses 1 verificar que no continguin ’analit en estudi.

El procediment de preparacié de les solucions d’un o varis
estandards interns és recomanable que es realitzi de la seglent
manera:

1) Preparar una soluciéo primaria d’estandard intern en un
dissolvent apropiat (aigua, metanol o acetonitril, depenent
de la seva solubilitat).

2) Preparar una soluci6 de treball d’estandard intern, en un
dissolvent apropiat, que presenti un valor semblant al valor
de la magnitud en estudi que es troba dins de I’interval de
referéncia o interval terapeutic o valor discriminant. Per
exemple, si I’interval terapeéutic de la concentracié de massa
d’un farmac en el plasma és [50 — 100] mg/L, el valor per a
la soluci6 de treball de I’estandard intern hauria d’estar
comprés dins d’aquest interval (per ex.: 75 mg/L).

Sempre que sigui possible, cada vegada que es realitzin
mesuraments interserials de la magnitud en estudi, s’ha de
preparar una soluci6 de treball d’estandard intern nova, llevat que
es pugui garantir que aquesta és estable en unes condicions
d’emmagatzematge determinades.

Es pot veure un exemple de seleccio d’estandards interns i de
preparacio de les seves solucions a I’Annex 2.

4.2. Calibratge i sensibilitat

Els principals procediments de quantificacié que s’empren en
I’HPLC sén els procediments del patr6 extern, del patré intern,
de normalitzacié d’arees i de ’addicio estandard (30, 88, 89).
Qualsevol d’ells comporta la realitzacio d’una série de processos
que poden afectar a totes les mostres per igual, inclosos els
materials de calibratge, per la qual cosa, aquest fet s’haura de
tenir present quan es realitzi el calibratge del sistema
cromatografic i, conseqiientment, en 1’obtencio de la corba de
calibratge.

Idealment, abans de dur a terme el procés de validacié del
sistema cromatografic, caldria conéixer quin sera ’interval de
valors més probable de la magnitud en estudi ja que, aquest, ens
permetra decidir quin ha de ser I’interval de mesura del nostre
sistema cromatografic i, per tant, saber quins valors han de
presentar les solucions dels materials de calibratge que es
preparin.

En la validaci6 d’un sistema cromatografic, el procés de
calibratge i 1’obtencié de la corba de calibratge del sistema
cromatografic estan subjectes a una série de requisits (9, 20, 24,
25, 27-30):

— La corba de calibratge ha d’estar definida per un minim de
sis materials de calibratge (veure I’apartat 4.1.2).
Addicionalment, s’han de preparar dos material de blanc
(blanc), un que no contingui ni el component en estudi ni
I’estandard intern, i un altre que només contingui
I’estandard intern.

— El material de calibratge que presenta el valor més baix de
la magnitud en estudi (calibrador 1) ha de tenir un valor que
coincideixi amb el limit de quantificacid.

— El material de calibratge que presenta el valor més alt de la
magnitud (calibrador 6) ha de coincidir amb el limit
superior de I’interval de mesura préviament seleccionat.

— Els materials de calibratge i els materials de blanc s’han de
processar per duplicat.

— Sempre que sigui possible, la corba de calibratge hauria
d’estar representada per una funcié matematica el més
simple possible, és a dir, per I’equacié d’una linia recta.

— Es pot fer servir qualsevol algorisme matematic que permeti
ajustar la corba de calibratge (regressid lineal, polinomica,
multiple, reciproca, logaritmica, exponencial, entre altres).

— Els valors obtinguts en els materials de blanc no s’han de
tenir en compte en la realitzacié de 1’ajust matematic que
representara la corba de calibratge.

— Per a cada material de calibratge processat, s’ha de calcular
la diferéncia relativa percentual entre el valor obtingut
mitjancant 1’ajust matematic (d’ara en endavant, valor
obtingut) i el seu corresponent valor assignat (d’ara en
endavant, valor teoric) dividit pel valor teoric. Aquesta
diferéncia ha d’estar compresa entre + 15 %, excepte en el
cas del calibrador 1 (calibrador amb un valor proper al del
limit de quantificacié) on aquesta diferéncia pot estar
compresa entre + 20 %. Com a minim, el 75 % dels
materials de calibratge processats han de satisfer aquest
requisit. A més, entre els duplicats d’un mateix material de
calibratge, com a minim un d’ells ha de complir aquest
requisit. En cas que algun dels materials de calibratge no
compleixi els requisits, aquest s’ha d’eliminar, s’ha de
tornar a realitzar 1’ajust de la corba de calibratge, s’ha de
calcular novament les distintes diferéncies relatives
percentuals i s’ha de comprovar que aquestes compleixen
els esmentats requisits. En el cas en que cap dels duplicats
dels materials de calibratge 1 i 6 compleixin els requisits,
s’ha d’estudiar la possible causa del motiu de
I’incompliment abans de continuar amb la validacié del
sistema cromatografic.

— S’ha d’enregistrar tota la informaci6 referent al procés de
calibratge:

o El tipus de procediment de quantificacid utilitzat
(patr6 extern, patr6 intern, ...).

o El tipus d’ajust matematic realitzat en la corba de
calibratge (regressid lineal, regressié polinomica,

o Els parametres que descriuen la corba de calibratge
(per ex.: ordenada a I’origen i el pendent en cas que
la corba segueixi 1’equacié d’una linia recta).

o Els valors obtinguts, els valors tedrics i les
diferéncies percentuals relatives obtingudes per a
cada material de calibratge.

o Totes les incidéncies aparegudes durant el procés de
calibratge.

El terme i concepte “sensibilitat” no té cap relacié amb els de
la capacitat de deteccid d’un sistema de mesura (valor critic, limit
de deteccio i limit de quantificacio) i per tant, no s’haurien de fer
servir com a sinonims. La sensibilitat [metrologica] d’un sistema
cromatografic permet conéixer la capacitat de resposta
instrumental enfront a un determinat valor de la magnitud
relacionada amb D’analit. Un sistema cromatografic sera més
sensible quan petites variacions en els valors de la magnitud
donin lloc a una major resposta instrumental (senyal analitic). En
el cas que la corba de calibratge estigui caracteritzada per
I’equacié d’una linia recta, la sensibilitat correspondra al valor
del seu pendent.

4.3. Precisi6 de mesura. Repetibilitat i precisi6 en un
laboratori

La precisié de mesura és una de les propietats metrologiques
més importants a tenir en compte quan es valida un sistema
cromatografic perque, el coneixement quantitatiu d'aquesta
propietat (imprecisi6), és imprescindible per a I'establiment
d’algorismes de control intern de la qualitat, per a la interpretacid
objectiva de la significacié d'un canvi entre dos valors mesurats
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consecutius d'una magnitud biologica en un pacient, i per al
calcul de la incertesa de mesura.

Dels tipus d’imprecisio existents, les de major interés en el
laboratori clinic son la repetibilitat i la imprecisio en un
laboratori (coneguda vulgarment com “imprecisio total”).
Aqguesta darrera conté la repetibilitat aixi com la imprecisié en
condicions intermedies (la imprecisid interserial i la imprecisid
interdiaria) (44-51).

4.3.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres per a I’estudi poden ser mostres de pacients, una
barreja de mostres de pacients que no contingui I’analit en
qiestio (material de blanc) " a la que se li ha afegit una quantitat
determinada de 1‘analit a partir d’un material de referéncia
certificat, o materials de control comercials sempre que es
garanteixi que aquests sén intercanviables amb les mostres de
pacients (9, 20, 44-51).

Es recomana utilitzar, com a minim, quatre mostres amb
diferents valors de la magnitud bioldgica en estudi que cobreixin
tot I’interval de mesura del sistema cromatografic. Per a sistemes
cromatografics, es poden fer servir els materials de control
preparats a l’apartat 4.1.2 d’aquest document, aixi com un
material de valor baix amb un valor proper al del limit de
quantificacid (veure I’apartat 4.6.1 d’aquest document) (9, 20).

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin ’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C.

4.3.2. Disseny experimental

Abans d'iniciar I'estudi es recomana realitzar un periode de
familiaritzaci6 d'uns 5 dies, encara que aquest pot variar en
funci6 de la complexitat del sistema cromatografic i de
I'experiéncia de l'usuari. Posteriorment:

1) Per a cada dia del periode en estudi (20 dies), s’han de
realitzar dues séries de mesura i, en cadascuna delles,
processar per duplicat cada una de les mostres de manera
que diariament s'obtinguin quatre valors mesurats per
mostra. Les dues séries de mesura diaries s'han de realitzar
amb una diferéncia minima de dues hores i canviant I'ordre
de processament de les mostres entre les series.

2) Després dels primers 5 dies de recollida de dades, s’han de
realitzar els calculs que es descriuen en els apartats
segiients 1 comprovar que els valors d’imprecisio obtinguts
no superen el requisit establert préviament pel laboratori
(20 % —en el cas de la mostra amb un valor proper al del
limit de quantificaci6— i 15 % per a la resta de mostres,
seguint les recomanacions de I’EMA). Si els valors
d’imprecisio superen aquest requisit, s'hauria d'interrompre
l'estudi fins esbrinar i corregir la causa de I’incompliment.
Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova
parameétrica de Grubbs (http://contchart.com/outliers.aspx).

3) Per a cada una de les mostres, calcular la imprecisio
intraserial (CV,) a partir de les seglients formules:

ZZ:(Xijl— Xij2)*

=

4

|
i=1

Sr =

"Veure la nota 5.

2

B ZZX”

X, = i=1 j=1
4.]
S
CVr ==2100
Xt
on s, = desviacio estandard intraserial, | = nombre total de

dies (20), j = nombre de la série diaria (la 1 o la 2), xj; =
valor mesurat del replicat 1, de la série j del dia i, X, =
valor mesurat del replicat 2, de la série j del dia i, x;; = valor

mesurat obtingut, i X, = mitjana de tots els valors mesurats.

4) Calcular la imprecisié en un laboratori (CV,) utilitzant les
seglients formules:

on | = nombre total de dies (20), Xi1 = mitjana dels dos

replicats de la serie 1 del dia i, Xi2 = mitjana dels dos
replicats de la série 2 del dia i.

on Xi = mitjana dels valors mesurats obtinguts en el dia
i, Xt = mitjana de tots els valors mesurats.

A partir dels valors d’A i B, es calcula la desviacio
estandard interdiaria (s,), la desviaci6 estandard interserial

(Sr) 1 la desviacié estandard en un laboratori (s;) com
segueix:

5,2 = BX (A 2)

Srr2 = AZ_ (Srzl 2)
S, =+ Sb® + Srr” + Sr?

cv, = 2100

Xy

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova
parametrica de Grubbs (http://contchart.com/outliers.aspx).

5) Comprovar que el valor d’imprecisi6 en un laboratori
obtingut no supera el requisit d’imprecisid establert
préviament pel laboratori (20 % —en el cas de la mostra
amb un valor proper al del limit de quantificacio— i 15 %
per a la resta de mostres, seguint les recomanacions de
I’EMA).

A I’Annex 3, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme I’estudi de la precisi6 de mesura en un
laboratori.

4.4, Veracitat de mesura. Biaix de mesura en un laboratori

A T’igual que la precisio de mesura, la veracitat de mesura és
una de les propietats metrologiques més importants a tenir en
compte quan es valida un sistema cromatografic perqué, el
coneixement quantitatiu d'aquesta propietat (biaix de mesura),
permet assegurar que els valors mesurats lliurats d’una magnitud
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biologica son idonis per al seu Us previst (diagnostic, pronostic,
seguiment o situacio de risc d’una malaltia).

En aquest apartat s’estudia el biaix de mesura degut,
principalment, al procés de calibratge. No es contempla el biaix:

e Degut a interferencies per altres components de la mostra.
Per al seu estudi, veure I’apartat 4.8 d’aquest document.

e Produit com a conseqiiéncia d’una contaminacio. Per al seu
estudi, veure I’apartat 4.9 d’aquest document.

e Ocasionat per la utilitzacié de mostres particulars. Per al
seu estudi, veure I’apartat 4.10 d’aquest document.

e Entre sistemes de mesura.
4.4.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres per a I’estudi, per ordre de preferéncia, haurien de
ser:

e Una barreja de mostres de pacients que no contingui 1’analit
en qiiestié (material de blanc) ® a la que se li ha afegit una
quantitat determinada de 1‘analit a partir d’un material de
referéncia certificat. Aquest material de referéncia hauria de
presentar un valor assignat pel seu fabricant i amb una
tragabilitat metrologica al Sistema Internacional d’Unitats.
En els casos en qué els materials de referéncia certificats ja
estiguin preparats sobre la matriu bioldgica en estudi (per
ex.: alguns materials de referéncia del NIST i ’'OMS), les
mostres per a l’estudi s’han de preparar seguint les
instruccions proporcionades pel fabricant.

e Materials de control comercials, amb un valor assignat pel
seu fabricant mitjangant un sistema i procediment de
mesura de referéncia i amb una tragabilitat metrologica al
Sistema Internacional d’Unitats. Aquests materials de
control haurien de ser intercanviables amb les mostres de
pacients.

e Materials de control comercials, amb un valor convencional
corresponent a una mitjana o mediana consensual global per
a valors mesurats no tragables a una unitat del Sistema
Internacional d’Unitats. Aquests materials de control
haurien de ser intercanviables amb les mostres de pacients.

Es recomana utilitzar, com a minim, quatre mostres amb
diferents valors de la magnitud biologica en estudi que cobreixin
tot I’interval de mesura del sistema cromatografic. Per a sistemes
cromatografics, es poden fer servir els materials de control
preparats a 1’apartat 4.1.2 d’aquest document, aixi com un
material de valor baix amb un valor proper al del limit de
quantificacid (veure I’apartat 4.6.1 d’aquest document) (9, 20).

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin I’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C.

4.4.2. Disseny experimental
Per a I’estudi del biaix de mesura:

1) Utilitzeu les dades recopilades en 1’estudi de la precisio de
mesura. Per poder-les emprar, cal que les mostres
utilitzades siguin les mateixes que s’han fet servir en
I’estudi de la precisio (veure I’apartat 4.3.1 d’aquest
document).

2) Calcular el biaix de mesura en un laboratori (&) utilitzant la
segulient formula:

8 \eure la nota 5.

S = X~ H 100
H

on X, = mitjana de tots els valors mesurats obtinguda en

I’estudi de la precisié (veure l’apartat 4.3.2 d’aquest
document) i x = valor convencional corresponent a la
mostra en estudi.

3) Comprovar que el valor del biaix de mesura en un
laboratori obtingut no supera el requisit del biaix de mesura
establert préviament pel laboratori (20 % —en el cas de la
mostra amb un valor proper al del limit de quantificacié— i
15 % per a la resta de mostres, seguint les recomanacions
de PEMA).

A I’Annex 3, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme ’estudi del biaix de mesura en un laboratori.

4.5. Exactitud de mesura. Error de mesura

Per garantir la qualitat dels examens de laboratori (“analisis™)
que es realitzen als pacients és imprescindible la utilitzacié de
programes d’avaluacié externa de la qualitat, que permetin
con¢ixer I’error de mesura en comparar un valor mesurat de
control amb el valor convencional corresponent a aquest material
de control (73-77). Malauradament, per a la majoria de les
magnituds biologiques que es mesuren mitjancant sistemes
cromatografics, sén poques les empreses que ofereixen
programes d’avaluaci6 externa de la qualitat per aquestes
magnituds bioldgiques, obligant als laboratoris clinics a haver de
recorrer a altres estratégies basades, principalment, en
I’enviament de mostres a altres laboratoris i realitzar un estudi
comparatiu dels valors mesurats obtinguts (78).

4.5.1. Estimacio de l’error de mesura mitjangant la
participacio en programes d’avaluacio externa de
la qualitat

La participacié6 en un programa d’avaluacié externa de la
qualitat s’ha de fer, sempre que sigui possible, seleccionant un
programa que utilitzi materials de control amb valors assignats
tracables a un procediment de mesura de la major qualitat
metrologica possible (primari o de referéncia), i que tingui
declarada la seva tracabilitat i la seva incertesa de mesura. Per
altra banda, les magnituds biologiques incloses en els programes
han de tenir valors propers als valors importants per a les
decisions médiques, i han de ser tan semblants com sigui possible
a les mostres dels pacients, tant pel que fa als components
considerats com pel que fa a la matriu; per aixo és preferible que
s’hagi demostrat la intercanviabilitat entre aquests dos tipus de
materials (79).

Per a [D’estimaci6 de I’error de mesura mitjancant la
participacio en programes d’avaluacio externa de la qualitat:

1) Processar els diferents materials de control intercalats entre
les mostres de pacients.

2) Per a cada material de control, calcular I’error de mesura

relatiu (€, ) aplicant la formula segtient:

e, = (X_“}loo
U

on x = valor mesurat obtingut per al material de control i u
= valor convencional.

L’Associacié Catalana de Ciéncies de Laboratori Clinic
(d’ara  endavant, ACCLC) (79) recomana que la
interpretaci6 dels valors mesurats de control obtinguts en
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’avaluacio externa de la qualitat es dugui a terme en funcio
de si, per a la interpretacio clinica dels valors mesurats de
les magnituds biologiques incloses en els programes,
s’utilitzen valors discriminants universals, intervals
terapéutics o valors de referéncia biologics i de si el
laboratori coneix o0 no les propietats metrologiques dels
seus sistemes de mesura. Aixi:

e Per a magnituds biologiques amb valors discriminants
universals o intervals terapéutics:

- u = valor convencional assignat mitjancant un
procediment primari o de referencia o, en el seu
defecte,

- u=valor convencional global (la mitjana ponderada
de les mitjanes dels valors mesurats en el material
de control per tots els laboratoris participants en el
programa d’avaluacié externa de la qualitat, amb
independencia del sistema de mesura que utilitzin).

e Per a magnituds biologiques amb valors de referéncia
biologics establerts pel propi laboratori, o en
col-laboracié amb altres laboratoris, i produits amb
sistemes de mesura amb imprecisié interdiaria i biaix
coneguts:

- u = mateix tipus de valor convencional que es va fer
servir per estimar el biaix durant el periode de
producci6 dels valors de referéncia.

NOTA: Els diferents tipus de valors poden ser:

o Un valor convencional assignat mitjancant un
procediment primari.

o Un valor convencional assignat mitjancant un
procediment de referéncia.

o Un valor convencional global, és a dir, la
mitjana ponderada de les mitjanes dels valors
mesurats en el material de control per tots els

laboratoris  participants en un programa
d’avaluaci6 externa de la qualitat, amb
independéncia del sistema de mesura que

utilitzin.

o Un valor convencional grupal, és a dir, la
mitjana dels valors mesurats en aquests
materials de control pels laboratoris participants
en un programa que utilitzen els mateixos
sistemes de mesura (i procediments de mesura)
que el propi laboratori.

o Un valor convencional assignat pel fabricant del
material de control amb un sistema de mesura
particular.

o Un valor convencional igual a la mitjana dels
valors assignats pel fabricant del material de
control amb els diversos sistemes de mesura.

e Per a magnituds biologiques amb valors de referéncia
biologics establerts pel propi laboratori, o en
col-laboraci6 amb altres laboratoris, i produits amb
sistemes de mesura amb imprecisio interdiaria i biaix
desconeguda:

- u = mateix tipus de valor convencional que es va fer
servir per estimar el biaix durant el periode de
validacio dels valors de referéncia.

e Per a magnituds biologiques amb valors de referéncia
biologics adoptats i validats pel laboratori i produits
amb sistemes de mesura amb imprecisi6 interdiaria i
biaix coneguts:

3)

- 4= mateix tipus de valor convencional que es va fer
servir per estimar el biaix durant el periode de
validaci6 dels valors de referéncia.

e Per a magnituds biologiques amb valors de referencia
biologics adoptats, validats o no, i produits amb
sistemes de mesura amb imprecisio interdiaria i biaix
desconegudes:

- u = valor convencional grupal (la mitjana dels
valors mesurats en aquests materials de control pels
laboratoris participants en el programa que utilitzen
els mateixos sistemes de mesura (i procediments de
mesura).

Comprovar que el valor de 1’error de mesura obtingut no
supera el requisit de I’error de mesura establert préviament
pel laboratori.

L’ACCLC (15), considera que cada laboratori clinic ha de
satisfer els requisits per a I’error de mesura establerts per
I’organitzador del programa d’avaluacié externa de la
qualitat en que participi. Per altra banda, cal esmentar que,
a la Uni6é Europea, s’han publicat diversos requisits sobre
I’error de mesura corresponents a aquests tipus de
programes (16-18).

4.5.2. Estimacio de [’error de mesura quan no hi ha
disponibles programes d’avaluacio externa de la
qualitat

Quan no es disposa de programes d’avaluaci6é externa de la
qualitat, es recomana que I’estudi i I’estimacidé de ’error de
mesura es dugui a terme mitjangant I’enviament de diferents tipus
de mostres a altres laboratoris i es realitzi un estudi comparatiu
dels valors mesurats obtinguts (78).

Préviament a la realitzacidé de I’estudi, el laboratori clinic ha
de decidir la periodicitat de I’enviament de les mostres (per ex.:
mensual, trimestral, semestral, anual), aixi com el nombre de
mostres que s’inclouran en cada enviament. ES recomana que
aquesta periodicitat sigui, com a minim, semestral i que el
nombre de mostres per enviament sigui de sis (tres mostres de
pacients i tres materials de control) (78).

Per a I’estimacio de I’error de mesura:

1)

2)

3)

El mateix dia que el laboratori processi mostres de pacients,
seleccionar-ne algunes que presentin valors fisiologics (o
terapéutics) i patologics (o infra- 0 supra-terapéutics) de la
magnitud en estudi.

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions
que assegurin I’estabilitat de la magnitud, per la qual cosa
és convenient distribuir-les en aliquotes i emmagatzemar-
lesa-80 °C.

Enviar les mostres, juntament amb els materials de control
intern de la qualitat que es facin servir, a diferents
laboratoris que mesurin la magnitud en questié mitjangant
el mateix sistema o procediment cromatografic que utilitzi
el nostre laboratori.

Cal tenir present que quan major sigui el nombre de
laboratoris als que se’ls hi envii les mostres i els materials
de control, més fiable sera 1’estimaci6 de I’error de mesura.

Per a cada mostra i material de control, calcular I’error de

mesura relatiu (€, ) aplicant la formula seguent:

e, = (X_“}loo
U
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on x = valor mesurat de la mostra o del material de control i
u = valor convencional grupal (la mitjana dels valors
mesurats en aquestes mostres i materials de control pels
laboratoris participants en 1’estudi que utilitzen els mateixos
sistemes de mesura o procediments de mesura.

4) Comprovar que el valor de I’error de mesura obtingut no
supera el requisit de I’error de mesura establert préviament
pel laboratori.

A la Unié Europea, s’han publicat diversos requisits sobre
I’error de mesura (16-18).

4.6. Capacitat de detecci6. Valor critic, limit de detecci6 i
limit de quantificacio

Una de les propietats metrologiques que s’han d’estudiar quan
es valida un sistema cromatografic és la capacitat de detecci6.
Aquesta es tracta d’una propietat qualitativa i per tant no presenta
un valor numeric pel que es requereix del valor critic (L¢), el
limit de deteccio6 (Lp) i el limit de quantificacio (Lg) per obtenir
una informaci6 quantitativa relacionada amb aquesta propietat. El
coneixement quantitatiu de la capacitat de deteccié té especial
interes als sistemes cromatografics on els valors d’importancia
clinica de les magnituds biologiques sén propers als valors que
defineixen la capacitat de deteccié de I’esmentat sistema (3, 9,
20, 25, 35-46).

4.6.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme ’estudi de la capacitat
de detecci6 son (3, 9, 20, 25, 35-46):

e Un material de blanc. Es tracta d’un material que no conté
I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és igual a zero. Per ordre de
preferéncia, com a material de blanc, s hauria de fer servir:

— Una barreja de mostres de pacients que no hagin ingerit
ni se’ls hi hagi subministrat 1’analit en estudi; util en
casos d’analits que no es troben habitualment en una
mostra (farmacs, drogues d’abus, entre altres). Es
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una solucié de clorur sodic 154 mmol/L i albimina
plasmatica 50 g/L.

— Una solucié salina comercial.
— Aigua qualitat HPLC o HPLC-MS.

Cal tenir present que quan major sigui la diferéncia entre les
matrius dels materials de blanc i les mostres biologiques en
estudi, major sera la infraestimacié o sobreestimacidé del
valor critic, limit de detecci¢ i limit de quantificacio.

e Un material de valor baix. Es tracta d’un material que conté
I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és proper al limit de detecci6 o al limit
de quantificacio. Per ordre de preferéncia, com a material
de valor baix, s‘hauria d’emprar:

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor de la
magnitud en estudi propera al limit de detecci6. Es
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor
conegut de la magnitud en estudi diluida amb un
material de blanc fins aconseguir un valor proper al
limit de detecci6 o quantificacié. Es recomana utilitzar
un minim de 10 mostres.

— Un material de blanc al que se li ha afegit una quantitat
determinada de I’analit en estudi a partir d’un material
de referencia fins aconseguir que el valor sigui proper al
limit de detecci6 o quantificacio.

Aquest material s’ha d’utilitzar i preparar unicament quan
existeixi heterocedasticitat del sistema cromatografic a
valors baixos de la magnitud biologica en estudi o quan es
consideri necessari realitzar una estimacié més exacta dels
limits de deteccid i quantificacio.

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin ’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C.

4.6.2. Disseny experimental

Per a ’estudi del L¢, Lp i Lo és necessari dur a terme un estudi
de la precisié de mesura en un laboratori (veure 1’apartat 4.3.2
d’aquest document) emprant com a mostres, el material de blanc i
el material de valor baix, si pertoca (9, 20, 35).

4.6.3. Calcul del valor critic, limit de deteccio i
limit de quantificacio

Valor critic

Assumint que els valors obtinguts en el material de blanc es
distribueixen seguint una distribuci6 de Laplace-Gauss
(distribucié normal) amb una mitjana, 0, i una desviacié
estandard, s, el L¢ es calcula com:

Le= t(l-[x, ne*So= 1,664 ¢ s

on t (1., €s 1’area 1-a d’una distribucio de t-Student amb r graus
de llibertat i un error de tipus | (o) determinat (al nostre cas r =
79, = 0,05 i I’area 1-o. = 1,664) i soés la desviacio estandard en
un laboratori del sistema cromatografic obtinguda en el material
de blanc.

NOTA: Es necessari que el sistema cromatografic proporcioni
tots els valors, independentment que aquests siguin positius o
negatius. Si cal, s’han d’obtenir manualment utilitzant 1’equacio
de la corba de calibratge. En cas de no poder disposar de tots els
valors, s’ha de tenir en compte que pot existir una sobreestimacio
de la mitjana i, consequientment, del valor critic.

Limit de deteccid

Assumint que els valors obtinguts en el material de valor baix
es distribueixen seguint una distribucié normal amb una
mitjana, X, igual al Lc i una desviacio estandard sg, el Lp es
calcula com:

Lo=taan*So+tasn*se=Lec+tupn*Ss=Lc+ 1,664 s

on Lc és el valor critic, t (.5, ) és ’area 1-B d’una distribucid
de t-Student amb r graus de llibertat i un error tipus 1l (B)
determinat (al nostre cas r =79, B = 0,05 i ’area 1-f = 1,664) i sg
és la desviacid estandard en un laboratori del sistema
cromatografic obtinguda en el material de valor baix.

NOTA: Per a ’estudi del L¢, es pot fer servir el material de
blanc enlloc del material de valor baix, llevat que se sospiti que
existeix heterocedasticitat del sistema cromatografic a valors
baixos de la magnitud biologica en estudi.

Si o = B = 0,05 existeix homogeneitat de variancies
(homocedasticitat) (s% = s%) o es fa servir el material de blanc
enlloc del material de valor baix, ’equaci6 del Lp es pot
simplificar a:

LD: I—C+t(l-[3,r) ®Sy= Lc+ 1,664' Sg=3,33 Sy = 2 Lc

Tot i que es troba implicit en 1’equacio del Lp, diferents guies
(8, 9, 20, 30) especifiquen que un requisit que ha de complir el Lp
és que el quocient entre el senyal analitic del Ly i el senyal
analitic en absencia del component en estudi (soroll) del sistema
cromatografic sigui major o igual a 3, pel que és necessari que
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aquesta premissa es compleixi abans de donar per valid el valor
del L obtingut en I’estudi.

Limit de quantificacio

Per al calcul del Lo, s’ha de decidir préviament el valor
d’imprecisié maxim permes (CVpa). Seguint les recomanacions
del CLSI (8), ’EMA (9) i I’Administracié d’Aliments i Farmacs
dels Estats Units (FDA) (20) que presenten guies gairebé
especifiques de sistemes cromatografics, recomanen un 20 %. El
Lq es calcula com:

_ 5B
T eV

L -100

on sg és la desviacié estandard en un laboratori del sistema
cromatografic obtinguda en el material de valor baix.

NOTA: Per a I’estudi del Lo, es pot fer servir el material de blanc
enlloc del material de valor baix, Ilevat que se sospiti que existeix
heterocedasticitat del sistema cromatografic a valors baixos de la
magnitud biologica en estudi.

Si CVax = 20 % i existeix homogeneitat de variancies (s% = s°):
LQ =5 So

A T’igual que passa amb el Lp, diferents guies (8, 9, 20, 30)
especifiquen que un requisit que ha de complir el Lq és que el
quocient entre el senyal analitic (indicacié) del Lq i el soroll del
sistema cromatografic sigui major o igual a 5, pel que és
necessari que aquest es compleixi abans de donar per valid el
valor del Lq obtingut en I’estudi.

A I’Annex 4, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme I’estudi de la capacitat de deteccio.

4.7. Interval de mesura. Linealitat

A T’igual que en qualsevol sistema de mesura, per als sistemes
cromatografics és necessari estudiar I’interval de valors d’una
magnitud bioldgica en el qual aquest pot ser aplicat sense haver
de realitzar cap tipus d’accid, com per exemple, una dilucid. El
limit inferior de I’interval de mesura ve donat pel valor del limit
de quantificacid, mentre que el limit superior de ’interval de
mesura correspon al valor per al material de calibratge que
presenta un valor més alt (calibrador 6). Dins de I’interval de
mesura és convenient que existeixi una relacié lineal entre les
indicacions (senyals analitics) que un magnitud bioldgica genera,
mitjangant un fenomen fisicoquimic, i els seus valors. Per altra
banda, I’interval de linealitat no pot ser superior a I’interval de
mesura. Degut a aquestes dues assumpcions, és necessari que es
realitzi un estudi de la linealitat per tal d’establir 1’interval de
linealitat d’un sistema de mesura (8, 9, 20, 19-27, 32-34).

4.7.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme 1’estudi de la linealitat
son (8,9, 20, 19-27, 32-34):

e Un material de blanc. Es tracta d’un material que no conté

I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva

magnitud biologica és igual a zero. Per ordre de
preferéncia, com a material de blanc, s’hauria de fer servir:

— Una barreja de mostres de pacients que no hagin ingerit
ni se’ls hi hagi subministrat 1’analit en estudi; util en
casos d’analits que no es troben habitualment en una
mostra (farmacs, drogues d’abtis, entre altres). Es
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una solucié de clorur sodic 154 mmol/L i albimina
plasmatica 50 g/L.

— Una solucié salina comercial.
— Aigua qualitat HPLC o HPLC-MS.

Cal tenir present que quan major sigui la diferéncia entre les
matrius dels materials de blanc i les mostres biologiques en
estudi, major sera la probabilitat d’obtenir una manca de
linealitat.

e Un material de valor elevat. Es tracta d’un material que
conté 1’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és major o igual al limit superior de
I’interval de mesura préviament preestablert. Per ordre de
preferéncia, com a material de valor elevat, s‘hauria
d’emprar:

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor de la
magnitud en estudi aproximadament 1,3 vegades el
limit superior de l’interval de mesura. Es recomana
utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una barreja de mostres de pacients enriquida amb
I’analit en estudi addicionant la substancia pura o un
material de referéncia, o bé, una solucié concentrada de
I’analit, fins aconseguir que el valor sigui proper al limit
superior de l’interval de mesura. Per a sistemes
cromatografics, es pot fer servir el material de
calibratge 6 preparat a [’apartat 4.1.2 d’aquest
document.

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin ’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C

4.7.2. Disseny experimental

Per a I’estudi de la linealitat:

1) Preparar un minim de sis solucions fent servir el material de
blanc (mostra 1) i el material de valor elevat (mostra 1) de
la segiient manera:

— Solucié A =5 volums de la mostra | + 0 volums de la
mostra 1l. El valor tedric per aquesta solucio és la
mateixa que per a la mostra I (c;). Es tracta d'una
proporcid 5:0.

— Solucié F = 0 volums de la mostra | + 5 volums de la
mostra 1l. El valor tedric per aquesta solucié és el
mateixa que per a la mostra Il (cg). Es tracta d'una
proporcié 0:5.

— Solucié B = 4 volums de la mostra | + 1 volum de la

mostra Il. El valor teoric (c,) per aquesta solucié sera
(4-c, + ¢4)/5. Es tracta d'una proporcié 4:1.

— Solucié C = 3 volums de la mostra | + 2 volums de la
mostra Il. El valor teoric (cs) per aquesta solucié sera
(3-c; + 2:Cq)/5. Es tracta d'una proporci6 3:2.

— Solucié D = 2 volums de la mostra | + 3 volums de la
mostra Il. El valor teoric (c,) per aquesta solucié sera
(2-c, + 3:-Cq)/5. Es tracta d'una proporci6 2:3.

— Solucié E = 1 volum de la mostra | + 4 volums de la
mostra Il. El valor teoric (cs) per aquesta solucié sera
(cy + 4-c)/5. Es tracta d'una proporcié 1:4.

2) Processar, aleatoriament i en una mateixa serie, cada una de
les solucions per triplicat.

3) Per a cada solucio, excepte per a la solucié A, calcular la
diferencia relativa percentual entre el valor mesurat
obtingut i el seu corresponent valor teoric dividit pel valor
tedric. Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA
(20), cada una de les diferéncies calculades ha d’estar
compresa entre + 15 %.

4) Calcular la mitjana dels valors mesurats obtinguts per a
cada soluci6 i el coeficient de variacié. Seguint els criteris
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del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20), aquest coeficient de
variacio ha de ser < 15 %.

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova
no paramétrica de Dixon
(http://contchart.com/outliers.aspx).

5) Representar graficament, els valors de les diferents mitjanes
obtingudes (eix y) enfront els valors teorics (eix x) de les
solucions, per exemple, fent servir el programari MS
Excel®.

6) Realitzar una inspecci6 visual de la grafica i comprovar la
seva linealitat:

a. Si s’observa una aparent linealitat, el limit superior de
linealitat correspon al valor més elevat que es troba
sobre el segment lineal de la grafica.

b. Si la linealitat no és tan evident:

— Realitzar una regressio lineal de tots els valors, per
exemple, fent servir el programari MS Excel®.

NOTA: No s’ha de tenir en compte els valors de la
solucidé A per dur a terme I’ajust de la recta de
regressio.

— Calcular, per a cada soluci¢, la diferéncia entre els
valors mitjans mesurats obtinguts i els valors teorics
calculats mitjancant [’equaci6 de la recta de
regressio.

— Seguint els criteris d’acceptacio del CLSI (33) i de
la Societat Espanyola de Bioquimica i Patologia
Molecular (SEQC) (32), es confirma la linealitat
quan:

o Els wvalors de les diferéncies oscil-len
aleatoriament per damunt i davall del valor 0.

o Els valors de les diferéncies estan compresos
entre + 15 %.

A I’Annex 5, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme ’estudi de la linealitat.

4.8. Selectivitat

El sistema cromatografic ha de ser capa¢ de diferenciar
I’analit en estudi i el seu estandard intern d’altres components
gue es puguin trobar en la mostra. Per tal de verificar aquest
requisit és necessari realitzar un estudi de la selectivitat (8, 9, 20,
56-64).

4.8.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme I’estudi de la
selectivitat sén (8, 9, 20):

e Un material de valor baix. Es tracta d’un material que conté
I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és proper al limit de quantificacio. Per
ordre de preferéncia, com a material de valor baix, s‘hauria
d’emprar:

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor de la
magnitud en estudi propera al limit de quantificacié. Es
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor
conegut de la magnitud en estudi diluida amb un
material de blanc fins aconseguir un valor proper al
limit de quantificacid. Es recomana utilitzar un minim
de 10 mostres.

— Un material de blanc al que se li ha afegit una quantitat
determinada de ’analit en estudi a partir d’un material

de referencia fins aconseguir que el valor sigui proper al
limit de quantificacio.

e Distintes mostres de pacients (un minim de 6). Les diferents
mostres de pacients no han de contenir I’analit en estudi ni
el seu estandard intern, per0 si altres components que es
cregui que podrien interferir en el mesurament de la
magnitud en estudi. Per exemple, en el cas de I’estudi de
magnituds relacionades amb farmacs, mostres que presentin
alguns farmacs diferents al que es vol estudiar o que
continguin algun o varis metabolits del farmac en estudi.

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin ’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C.

4.8.2. Disseny experimental

Per a I’estudi de la selectivitat:
1) Processar la mostra de valor baix i les mostres de pacients.

2) Obtenir els diferents valors dels senyals analitics de totes
les mostres processades. Habitualment, el senyal analitic
que es fa servir en els sistemes cromatografics son les
arees sota la corba del pic cromatografic o, en el seu
defecte, I’algada del pic cromatografic.

3) Comprovar que els valors de I’area sota la corba del pic
cromatografic de les mostres en el temps de retencié de
’analit son inferiors al 20 % de ’area sota la corba del pic
cromatografic de la mostra de valor baix en el temps de
retencid de I’analit (seguint el criteris de ’EMA i la FDA).

4) Comprovar que els valors de I’area sota la corba del pic
cromatografic de les mostres en el temps de retencié de
I’estandard intern son inferiors al 5 % de 1’area sota la
corba del pic cromatografic de la mostra de valor baix en
el temps de retencié de I’estandard intern (seguint els
criteris de ’EMA ila FDA).

A I’Annex 6, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme 1’estudi de la selectivitat.

4.9. Arrossegament o residualitat

Un dels estudis que s’ha de tenir present quan es valida un
sistema cromatografic és la contaminacié per arrossegament o
residualitat (carry-over en anglés), donat que la seva existéncia
pot donar lloc a valors falsament augmentats de la magnitud en
estudi (8, 9, 20, 65).

4.9.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme I’estudi de
I’arrossegament son (8, 9, 20, 65):

e Un material de valor baix. Es tracta d’un material que conté
I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud bioldgica és proper al limit de quantificaci6. Per
ordre de preferéncia, com a material de valor baix, s‘hauria
d’emprar:

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor de la
magnitud en estudi proper al limit de quantificacid. Es
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor
conegut de la magnitud en estudi diluida amb un
material de blanc fins aconseguir un valor proper al
limit de quantificaci6. Es recomana utilitzar un minim
de 10 mostres.

— Un material de blanc al que se li ha afegit una quantitat
determinada de I’analit en estudi a partir d’un material
de referencia fins aconseguir que el valor sigui proper al
limit de quantificacié.
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e Un material de blanc. Es tracta d’un material que no conté
I’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és igual a zero. Per ordre de
preferéncia, com a material de blanc, s’hauria de fer servir:

— Una barreja de mostres de pacients que no hagin ingerit
ni se’ls hi hagi subministrat I’analit en estudi; 1til en
casos d’analits que no es troben habitualment en una
mostra (farmacs, drogues d’abus, entre altres). ES
recomana utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una solucié de clorur sodic 154 mmol/L i albimina
plasmatica 50 g/L.

— Unasolucié salina comercial.
— Aigua qualitat HPLC o HPLC-MS.

e Un material de valor elevat. Es tracta d’un material que
conté ’analit en estudi de tal forma que el valor de la seva
magnitud biologica és major o igual al limit superior de
I’interval de mesura préviament preestablert. Per ordre de
preferéncia, com a material de valor elevat, s‘hauria
d’emprar:

— Una barreja de mostres de pacients amb un valor de la
magnitud en estudi aproximadament 1,3 vegades el

limit superior de l’interval de mesura. Es recomana
utilitzar un minim de 10 mostres.

— Una barreja de mostres de pacients enriquida amb
I’analit en estudi addicionant la substancia pura o un
material de referéncia, o bé, una solucié concentrada de
I’analit, fins aconseguir que el valor sigui proper al limit
superior de l’interval de mesura. Per a sistemes
cromatografics, es pot fer servir el material de
calibratge 6 preparat a 1’apartat 4.1.2 d’aquest
document.

Totes les mostres s’han de conservar en unes condicions que
assegurin 1’estabilitat de la magnitud durant el temps que duri
I’estudi, per la qual cosa és convenient distribuir-les en aliquotes
i emmagatzemar-les a -80 °C.

4.9.2. Disseny experimental
Per a I’estudi de 1’arrossegament:
1) Processar les diferents mostres seguint el segiient ordre:

Material de valor baix — Material de valor elevat —
Materials de blanc (un minim de 3)

2) Obtenir els diferents valors dels senyals analitics de totes
les mostres processades. Habitualment, el senyal analitic
que es fa servir en els sistemes cromatografics son les arees
sota la corba del pic cromatografic o, en el seu defecte,
’al¢ada del pic cromatografic.

3) Comprovar que els valors de 1’area sota la corba del pic
cromatografic de les mostres de blanc en el temps de
retencié de 1’analit son inferiors al 20 % de I’area sota la
corba del pic cromatografic de la mostra de valor baix en el
temps de retencié de 1’analit (seguint el criteris de ’EMA i
la FDA).

4) Comprovar que els valors de 1’area sota la corba del pic
cromatografic de les mostres en el temps de retencié de
I’estandard intern son inferiors al 5 % de ’area sota la
corba del pic cromatografic de la mostra de valor baix en el
temps de retencié de 1’estandard intern (seguint el criteris
de ’EMA i la FDA).

De no complir-se aquests requisits, s’haura de tenir present
I’existéncia d’una contaminacid per arrossegament quan es
processin mostres de pacients, és dir, s’hauran d’intercalar
materials de blanc entre mostres de pacients per evitar-la.

A I’Annex 7, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme I’estudi de la contaminacid per arrossegament
o residualitat.

4.10. Eficiencia del procés cromatografic: recuperacio i efecte
matriu

L’eficiéncia d’un procés cromatografic depén de la pérdua de
I’analit en estudi durant el procés d'extraccid d’una mostra
(recuperacio) i de ’efecte combinat que els diferents components
existents en una mostra poden exercir en el senyal analitic de
I’analit (efecte matriu) (8, 9, 20, 68-72). A més, aquest darrer
efecte s’accentua en els sistemes de mesura basats en I’HPLC-
MS o ’HPLC-MS/MS, com a conseqiiéncia de I’efecte en el
senyal analitic que poden produir diferents substancies al coeluir
amb [’analit durant el procés d’ionitzacié de la mostra. Per tots
aquests motius, és necessari dur a terme un estudi de la
recuperacio, de I’efecte matriu i, en conseqiiéncia, de I’eficiéncia
del procés cromatografic.

L’estudi de la recuperaci6 es basa en la comparacio del senyal
analitic de I’analit obtingut en mostres de blanc de pacients a les
que s’ha afegit I’analit en estudi abans i després de la realitzacid
d’un procés d’extracci6. Per altra banda, en 1’estudi de ’efecte
matriu es compara el senyal de 1’analit obtingut en mostres de
blanc de pacients (matriu en estudi) a les que s’ha afegit 1’analit
en estudi després de la realitzacié d’un procés d’extraccid, amb
I’obtingut en materials de referéncia de I’analit dissolts en un
dissolvent —fase mobil— (sense matriu).

4.10.1. Mostres per a l’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme ’estudi de 1’efecte
matriu s6n (8, 9, 20, 68-72):

e Un minim de 6 mostres de blanc de pacients. Es tracten de
mostres de pacient que no contenen 1’analit en qiiestio °.

e Extracte de les mostres de blanc de pacients. S’obté
realitzant el procés d’extraccid cromatografic (el que es
vagi a fer servir) en les mostres de blanc de pacients.

e Material de referéncia certificat de I’analit, dels quals es
conegui la seva puresa o riquesa, la seva tracabilitat (a
poder ser al Sistema Internacional d’Unitats) i la seva
incertesa de mesura.

e Material d’elevada puresa o riquesa de 1’estandard intern.
4.10.2. Preparacié de solucions de treball

4.10.2.1. Preparacié de solucions de treball de
I’analit a partir de mostres de pacients

Per a la preparacid de les solucions de treball de 1’analit en
mostres de blanc de pacients:

1) A partir del material de referéncia certificat, preparar una
solucio primaria de I’analit en un dissolvent apropiat (aigua,
metanol o acetonitril, depenent de la solubilitat de I’analit).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria per als
materials de control preparada a I’apartat 4.1.2 d’aquest
document.

2) Preparar tres solucions secundaries, en aigua qualitat HPLC
0 HPLC-MS, que presentin 10 vegades el valor tedric dels
materials de control a utilitzar.

3) Per a cada mostra de pacient, preparar tres solucions de
treball (solucié 1, solucié 2 i solucié 3) afegint 1 part de

° Només en el cas que I’analit no es trobi en el liquid bioldgic, per exemple,
en el cas dels farmacs. Si I’analit es troba en el liquid biologic, és a dir, és un
component bioldgic, és recomanable fer servir mostres de pacients que
presentin un valor de la magnitud en estudi el més baix possible (8, 9, 20).


http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_7.xlsx

22 R.Rigo Bonnin / In vitro veritas 2015;16:9-29

volum de la corresponent solucié secundaria sobre 9 parts
de volum de la mostra de blanc de pacient que no conté
I’analit en qiiestio (dilucié 1/10).

4.10.2.2. Preparacié de solucions de treball de
I’analit a partir de 1’extracte de les mostres de
blanc de pacients

Per a la preparacié de les solucions de treball de I’analit en
I’extracte de les mostres de blanc de pacients:

1) A partir del material de referéncia certificat, preparar una
soluci6 primaria de I’analit en un dissolvent apropiat (aigua,
metanol o acetonitril, depenent de la solubilitat de 1’analit).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria per als
materials de control preparada a I’apartat 4.1.2 d’aquest
document.

2) Preparar tres solucions secundaries, en aigua qualitat HPLC
0 HPLC-MS, que presentin 10 vegades el valor tedric dels
materials de control a utilitzar.

3) Per a cada mostra de pacient, preparar tres solucions de
treball (solucié 4, solucid 5 i solucié 6) afegint 1 part de
volum de la corresponent solucié secundaria sobre 9 parts
de volum de I’extracte de la mostra de blanc de pacient que
no conté 1’analit en qiiestio (diluci6 1/10).

NOTA: els valors per aquestes solucions seran els mateixos
que els de les solucions preparades a I’apartat 4.10.2.1
després de la realitzacio del procés d’extraccio:

El valor per a la solucié 4 = el valor per a la soluci6 1.

El valor per a la solucié 5 = el valor per a la soluci6 2.
— El valor per a la solucié 6 = el valor per a la solucié 3.

4.10.2.3. Preparacié de solucions de treball de
1’analit a partir d’un dissolvent (fase mobil)

Per a la preparacio de les solucions de treball de 1’analit en un
dissolvent (fase mobil):

1) A partir del material de referéncia certificat, preparar una
solucid primaria de I’analit en un dissolvent apropiat (aigua,
metanol o acetonitril, depenent de la solubilitat de 1’analit).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria per als
materials de control preparada a I’apartat 4.1.2 d’aquest
document.

2) Preparar tres solucions secundaries, en aigua qualitat HPLC
0 HPLC-MS, que presentin 10 vegades el valor tedric dels
materials de control a utilitzar.

3) Realitzar una diluci6 1/10 de cada una de les tres solucions
secundaries, en la fase mobil que s’emprara en el
procediment cromatografic, afegint 1 part de volum de la
corresponent solucid secundaria sobre 9 parts de volum de
la fase mobil (solucié 7, solucié 8 i soluci6 9).

NOTA.: els valors per aquestes solucions seran els mateixos

que els de les solucions preparades a I’apartat 4.10.2.1

després de la realitzacio del procés d’extraccio:

— El valor per a la soluci6 7 = el valor per a la solucié 1.
El valor per a la solucié 8 = el valor per a la soluci6 2.
El valor per a la solucié 9 = el valor per a la solucio 3.

El valor per a la solucié 6 = el valor per a la soluci6 3.
4.10.2.4. Preparacié6 de solucions de treball

d’estandard intern a partir de mostres de blanc de
pacients

El procediment de preparacié de solucions de treball d’un o
varis estandards en mostres de blanc de pacients:

1) A partir del material d’elevada puresa o riquesa de
I’estandard intern, preparar una soluci®é primaria
d’estandard intern en un dissolvent apropiat (aigua, metanol
o acetonitril, depenent de la seva solubilitat).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria
d’estandard intern preparada a [’apartat 4.1.3 d’aquest
document.

2) Preparar una solucid secundaria d’estandard intern, en aigua
qualitat HPLC o HPLC-MS, que presenti 10 vegades el
valor de la soluci6 de treball d’estandard intern preparada a
I’apartat 4.1.3 d’aquest document.

3) Per a cada mostra de pacient, preparar una solucié de treball
(solucié 10) afegint 1 part de volum de la soluci6
secundaria d’estandard intern sobre 9 parts de volum la

mostra de blanc de pacient que no conté 1’analit en qiiestio
(diluci6 1/10).

4.10.2.5. Preparaci6 de solucions de treball
d’estandard intern a partir de I’extracte de mostres
de blanc de pacients

El procediment de preparacié de solucions de treball d’un o
varis estandards en I’extracte de les mostres de blanc de pacients:

1) A partir del material d’elevada puresa o riquesa de
I’estandard intern, preparar una soluci® primaria
d’estandard intern en un dissolvent apropiat (aigua, metanol
o acetonitril, depenent de la seva solubilitat).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria
d’estandard intern preparada a 1’apartat 4.1.3 d’aquest
document.

2) Preparar una solucid secundaria d’estandard intern, en aigua
qualitat HPLC o HPLC-MS, que presenti 10 vegades el
valor de la solucio de treball d’estandard intern preparada a
I’apartat 4.1.3 d’aquest document.

3) Per a cada mostra de pacient, preparar una solucié de treball

(solucié 11) afegint 1 part de volum de la soluci6
secundaria d’estandard intern sobre 9 parts de volum de
I’extracte de la mostra de blanc de pacient que no conté
’analit en qiiestio (dilucio 1/10).
NOTA: El valor per aquesta solucio sera la mateixa que el
de la solucié preparada a 1’apartat 4.10.2.4 després de la
realitzacié del procés d’extraccio (El valor per a la solucid
11 = el valor per a la soluci6 10).

4.10.2.6. Preparacié de solucions de treball de
I’estandard intern a partir d’un dissolvent (fase
maobil)

El procediment de preparacié d’una solucié dun o varis
estandards en un dissolvent (fase mobil):

1) A partir del material d’elevada puresa o riquesa de
I’estandard intern, preparar una soluci® primaria
d’estandard intern en un dissolvent apropiat (aigua, metanol
0 acetonitril, depenent de la seva solubilitat).

NOTA: Es pot fer servir la mateixa solucié primaria
d’estandard intern preparada a 1’apartat 4.1.3 d’aquest
document.

2) Preparar una soluci6 secundaria d’estandard intern, en aigua
qualitat HPLC o HPLC-MS, que presenti 10 vegades el
valor de la solucid de treball d’estandard intern preparada a
I’apartat 4.1.3 d’aquest document.

3) Realitzar una diluci6 1/10 de la solucié secundaria
d’estandard intern (solucié 12), en la fase mobil que
s’emprara en el procediment cromatografic, afegint 1 part
de volum de la soluci6 secundaria sobre 9 parts de volum
de la fase mobil.
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NOTA: El valor per aquesta solucié sera la mateixa que el
de la solucié preparada a 1’apartat 4.10.2.4 després de la
realitzacid del procés d’extraccié (El valor per a la solucid
12 = el valor per a la soluci6 10).

4.10.3. Disseny experimental

Per a I’estudi de I’eficiéncia del procés cromatografic:

1) Processar, aleatoriament i en una mateixa série, totes les
solucions de treball realitzades.

NOTA: Per a les solucions de treball preparades en
I’extracte de les mostres de blanc de pacients i en la fase
mobil, NO s’ha de realitzar-ne el procés d’extraccio, €s a
dir, s’introdueixen directament en el sistema cromatografic
i es processen.

Obtenir els diferents valors dels senyals analitics de totes
les solucions processades. Habitualment, el senyal analitic
que es fa servir en els sistemes cromatografics son les arees
sota la corba del pic cromatografic o, en el seu defecte,
I’algada del pic cromatografic.

2)

4.10.4. Calcul de la recuperacio, [’efecte matriu i
[’eficiencia del procés cromatografic

Recuperacié

Per a cong¢ixer la recuperacio del procés cromatografic, s’ha
de calcular el percentatge de recuperacié (RE) per a totes les
mostres de pacients utilitzant les segiients férmules:

RE,, o 1){%} M). 100
Solucit 4
A o
RE,, . (%)= M) 100
e Solucit 5
RE - E}(%} M). 100
Lolucio b

A .,
REm: ;1u—115[%J = W) -100

Solucid 11

on m; 1.4y = mostra del pacient i per al valor de la soluci¢ 1 i
4, m; o5 = mostra de blanc del pacient i per al valor de la
soluci6 2 i 5, m; g = Mostra de blanc del pacient i per al
valor de la solucié 3 i 6, m; (1041 = Mostra de blanc del
pacient i per al valor de la solucié 10 i 11, Asocis 1 = Area sota
la corba del pic cromatografic obtinguda en una solucié 1,
Asoncis 2 = Area sota la corba del pic cromatografic obtinguda
en una solucid 2, Asouds 3 = Area sota la corba del pic
cromatografic obtinguda en una solucié 3, Asouds « = Area
sota la corba del pic cromatografic obtinguda en una solucid
4, Asoucis s = Area sota la corba del pic cromatografic
obtinguda en una solucié 5, Asowes s = Area sota la corba del
pic cromatografic obtinguda en una solucio 6, Aseeis 10= Area
sota la corba del pic cromatografic obtinguda en una solucid
10, Asoncis 11 = Area sota la corba del pic cromatografic
obtinguda en una soluci6 11.

Per tal de conéixer si I’estandard intern és capag de compensar
la possible peérdua d’analit durant el procés d’extraccié de la
mostra, s’ha de calcular el percentatge de recuperacié normalitzat
(n-RE) per a totes les mostres de pacients emprant les segients
formules:

Saim'iﬁ lfASDthiﬁlU‘ M [1-4)
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-y Sotucit 6/ Asotucis 11 RE

i (10-11)

Una vegada realitzats els calculs per a la recuperacio, s’ha de
comprovar que els valors dels percentatges de recuperacié de
I’analit per a totes les mostres de pacients son semblants entre si.
Idealment, cada un d’aquests valors hauria d’estar comprés entre
(100 £ 15) %. Tot i que no €s necessari que aquests valors
estiguin inclosos dins d’aquest interval, seguint els criteris del
CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20), si és necessari que aquests
siguin independents dels valors de la magnitud en estudi
(existeixi una diferéncia percentual maxima del 15 % entre ells) i
reproduibles, és a dir, que el valor del percentatge de recuperacid
conjunt o global (mitjana de tots els valors de recuperaci6 de
I’analit estudiats) presenti un coeficient de variacid < 15 %.

Per altra banda, seguint els criteris del CLSI (8), ’TEMA (9) i
la FDA (20), s’ha de comprovar que els valors dels percentatges
de recuperacié normalitzats, independentment del valor de la
magnitud, estan compresos entre (100 + 15) %. A més, el valor
del percentatge de recuperaci6 normalitzat conjunt o global,
calculat com la mitjana de tots els dels percentatges de
recuperacié normalitzats, ha de presentar un coeficient de
variacio < 15 %. Si no es compleixen aquests requisits, s”hauria
de plantejar la seleccio d’un altre estandard intern, donat que la
seva addici6é no compensaria la manca de recuperaci6 de I’analit.

Efecte matriu

Per a conéixer I’efecte matriu, s’ha de calcular el percentatge
del factor de matriu (MF) o el percentatge d’efecte matriu (ME)
per a totes les mostres utilitzant les seguients formules:

MF,, (%)= (;L“"ﬁ"‘]-mo

Solucid 7

ME my e (ﬁ)_(ﬂsmmm{- A-Fﬂiw:n?) 100

ASuEurrnT-'
MF . a)[%} Sazmias) .100
Solucid 8
ASD!M!DE ASniw:‘:nB)
ME My 5 a){:ﬁﬂ - ( As.:iw:rnB 100
M, , (%) = (52206i86) 10
Solucid 9

ASD!MIDE A.'Euiw:ng'

ME m[w(ﬁﬂ—(

) 100

ASuEurrn"a‘

A "
Sniw:nll) . 100
Solucid 12

MF?“: ;11—123[%} =

ASa!mmii B ASa!m':niz

ME %) =

) 100

ASuEurtn 12

on m; . = mostra de blanc del pacient i per al valor de la
solucié 4 1 7, m; (s 5 = = mostra de blanc del pacient i per al
valor de la soluci6 5i 8, m; ©9 = = Mostra de blanc del pacient i
per al valor de la solucié 6 i 9, m; ;- 1) = = Mostra de blanc del
pacient i per al valor de la soluci6 11 i 12, Asgicis s = Area sota
la corba del pic cromatografic obtinguda en una soluci6 4,
Asoucis s = Area sota la corba del pic cromatografic obtinguda
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en una solucid 5, Asous s = Area sota la corba del pic
cromatografic obtinguda en una solucié 6, Asgugs 7 = Area
sota la corba del pic cromatografic obtinguda en una soluci6
7, Asoncic s = Area sota la corba del pic cromatografic
obtinguda en una solucid 8, Asyue o = Area sota la corba del
pic cromatografic obtinguda en una soluci6 9, Agoeis 1= Area
sota la corba del pic cromatografic obtinguda en una soluci6
11, Asowo 12 = Area sota la corba del pic cromatografic
obtinguda en una soluci6 12.

Un percentatge del factor de matriu < 100 % o un
percentatge d’efecte matriu negatiu indica que la matriu de la
mostra provoca que disminueixi el senyal analitic de 1’analit
—existeix un efecte de supressio ionica si s’utilitzen sistemes
cromatografics basats en ’HPLC-MS o I’HPLC-MS/MS—.
Per altra banda, un percentatge del factor de matriu > 100 %
o un percentatge d’efecte matriu positiu indica que la matriu
de la mostra provoca que augmenti el senyal analitic de
I’analit —existeix un efecte de sobre-expressio ionica si
s’empren sistemes cromatografics basats en I’HPLC-MS o
I’HPLC-MS/MS—.

Per tal d’estudiar si I’estandard intern és capag de compensar
el possible efecte matriu que es pugui produir durant el procés
cromatografic, s’ha de calcular el percentatge del factor de matriu
normalitzat (n-MF) per a totes les mostres utilitzant les segiients
formules:

ASnimiﬁtl-fASnimiéll 'Fmt'1—1'
n—MF,, _.{Df}=(A )-100 = 29 j00
il it sotucis 7/ Asolucis 12 MF o

ASDEWEﬁEXASDEWfﬁll F?ﬂt's—a'
n—MF,, .{Df}=(A )-100: ==L . 100
il i sotucié 8/ Asotucis 12 MF i, o
ASnimiﬁﬁfASnimiéll F?ﬂt's—q'
n—MF,, .{Df}=(A )-100: == . 100
e ge—) 10 Sotucié 9/ Asatuciz 12 MF

My 11-12)

Una vegada realitzats els calculs per a ’efecte matriu, s’ha de
comprovar que els valors dels percentatges dels factors de matriu
de I’analit per a totes les mostres de pacients son semblants entre
si. Idealment, cada un d’aquests valors hauria d’estar comprés
entre (100 + 15) %. Tot i que no és necessari que aquests valors
estiguin inclosos dins d’aquest interval, seguint els criteris del
CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20), si és necessari que aquests
siguin independents dels valors de la magnitud en estudi
(existeixi una diferéncia percentual maxima del 15 % entre ells) i
reproduibles, és a dir, que el valor del percentatge del factor de
matriu conjunt o global (mitjana de tots els valors de factor
matriu de 1’analit estudiats) presenti un coeficient de variacio <
15 %.

Per altra banda, seguint els criteris del CLSI (8), ’TEMA (9) i
la FDA (20), s’ha de comprovar que els valors dels percentatges
dels factors de matriu normalitzats, independentment del valor de
la magnitud, estan compresos entre (100 + 15) %. A més el valor
del factor de matriu normalitzat conjunt o global, calculat com la
mitjana de tots els valors dels factors de matriu normalitzats, ha
de presentar un coeficient de variaci6 < 15 %. Si no es
compleixen aquests requisits seria necessari seleccionar un altre
estandard intern i realitzar novament 1’estudi de 1’efecte matriu,
donat que I’estandard intern escollit no és capa¢ de compensar
I’efecte matriu.

Eficiencia del procés cromatografic

L’eficiéncia d’un procés cromatografic (PE) i I’eficiéncia
normalitzada d’un procés cromatografic (n-PE) es poden calcular
com:

MF (%) - RE(%)

PE =
(%) 100
n— MF (%) -n — RE(%)
— PE =
" (%) 100

Per tant:

A.S'niuciﬁ 10

PE o 10-10 (%) = ( ) +100

A.S'aluciﬁ 12

A i,
PEm[u—-.-_-,(%) = W) -100

Solucid 7

My -7y

PE

My ip-12)

n—PE,,, (%) = +100

A i,
PEm[;z—a_-,(%) = W) -100

Solucid 8
My z-8)

PE

My ip-12)

n—PE,, (%) = -100

A s
PE 1, (%) = (3222} . 100
; Solucid 9
My 3-3)

PE

My ip-12)

n—PE,, (%) = -100

A I’Annex 8, es pot trobar un full de calcul amb un exemple
de com dur a terme D’estudi de I’eficiéncia del procés
cromatografic.

4.11. Estabilitat

Quan es valida un sistema cromatografic s’ha de dur a terme
un estudi de 1’estabilitat per tal d’assegurar que, durant la
preparacio de les mostres i en el seu processament aixi com en
les condicions d'emmagatzematge usades, no es veuen afectats
els valors de les magnituds relacionades amb l'analit. En general,
I’estudi de I’estabilitat es realitza comparant els valors obtinguts
en diferents tipus de mostres que contenen 1’analit en estudi,
emmagatzemades durant distints periodes de temps i en diferents
condicions. Per altra banda, les condicions en qué es realitza
I’estudi de I’estabilitat —les matrius utilitzades, els recipients de
mostra que es faran servir, les condicions i temps
d’emmagatzematge, entre altres— han de ser similars a les que
s’utilitzaran quan es processin mostres de pacients (8, 9, 20, 82-
87).

El CLSI (8), PEMA (9) i la FDA (10) recomanen que es
realitzi:

e [’estudi de I’estabilitat en les diferents solucions primaries,
secundaries i de treball preparades per a I’analit i
I’estandard intern, sota les condicions en que
s’emmagatzemaran.

e L’estudi de l'estabilitat a curt termini en la matriu en estudi
a temperatura ambient o a la temperatura de processament
de les mostres.


http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_8.xlsx
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L’estudi de I’estabilitat a llarg termini en la matriu en estudi
a una temperatura de congelacio (-20 °C o -80 °C).

L’estudi del nombre de cicles de congelacio-descongelacio
en la matriu en estudi que permetin assegurar ’estabilitat de
la magnitud en estudi.

L’estudi de I'estabilitat a curt termini en mostres de pacients
a temperatura ambient o sota les seves condicions
d’emmagatzematge.

L’estudi de [D’estabilitat en el mostrejador del sistema
cromatografic per a l’extracte de la matriu en estudi a
temperatura ambient o sota les seves condicions
d’emmagatzematge.

4.11.1. Mostres per a [’estudi

Les mostres necessaries per dur a terme els estudis
d’estabilitat sén (8, 9, 20):

Solucions primaria i secundaries de ’analit en estudi. Es
pot fer servir el mateix procediment de preparacié emprat a
I’apartat 4.1.2 d’aquest document.

Solucions primaria i de treball de 1’estandard intern. Es pot
fer servir el mateix procediment de preparacié emprat a
I’apartat 4.1.3 d’aquest document.

Una barreja de mostres de pacients que no contingui I’analit
en qiiestio (material de blanc) * a la que se li han afegit
diferents quantitats de l‘analit a partir d’un material de
referéncia certificat. Es poden fer servir els materials de
control, seguint el procediment de preparacid dels mateixos
de I’apartat 4.1.2.

Extractes de la barreja de mostres de pacients que no
contingui I’analit en qiiesti6 (material de blanc) *° a la que
se li ha afegit una quantitat determinada de 1‘analit a partir
d’un material de referéncia certificat. S’obtenen després de
realitzar el procés d’extraccid cromatografic.

Mostres de pacients (un minim de 20) que continguin
’analit en estudi.

4.11.2. Disseny experimental

4.11.2.1. Estudi de 1’estabilitat en les diferents
solucions primaries, secundaries i de treball

Per dur a terme aquest estudi de ’estabilitat:

1) Decidir el periode de temps i les condicions

2)

3)

d’emmagatzematge de les solucions.

Preparar les diferents solucions i emmagatzemar-les durant
el periode de temps i sota les condicions préviament
escollides.

NOTA: Habitualment:

— Les solucions primaries i secundaries de 1’analit i
I’estandard intern s’emmagatzemen a -80 °C o, en el
seu defecte, a -30 °C durant distints periodes de
temps que oscil-len entre un i sis mesos.

— Les solucions de treball de I’analit i 1’estandard
intern s’emmagatzemen refrigerades (2-8 °C) durant
diferents periodes de temps que oscil-len entre un i
quinze dies.

Una vegada transcorregut el periode de temps
d’emmagatzematge de les solucions, després de temperar-
les i agitar-les, es processen aleatoriament i en una mateixa
série un minim de sis vegades.

0 veure la nota 5.

4)

Per a cada solucid, calcular la diferéncia relativa percentual
(PD) utilitzant la seglient formula:

i=1

on X; és cada un dels valors mesurats obtinguts en la
solucid, Y és el valor tedric 0 nominal de la soluci6 i n és el
nombre de vegades que s’ha processat la solucio i (n =6 en
el nostre cas).

Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20),
es considera que la magnitud en estudi és estable si la
diferéncia relativa percentual PD estad compresa entre + 15
%.

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova

no parameétrica de Dixon
(http://contchart.com/outliers.aspx).
4.11.2.2. Estudi de [1’estabilitat a curt i llarg

termini

Per dur a terme aquests estudis de 1’estabilitat:

1)

2)

3)

4)

Per als materials de control preparats, decidir els periodes
de temps de cada un dels estudis.

Preparar els materials de control i emmagatzemar-los, a
temperatura ambient (per a 1’estudi a curt termini) i a una
temperatura de congelacié de -20 °C 0 -80 °C (per a I’estudi
a llarg termini) durant el periode de temps escollit.

NOTA: Habitualment, els diferents periodes de temps en
estudi solen estar compresos entre un i quinze dies per a
I’estudi a curt termini, i entre un mes i SiS Mes0Os per a
I’estudi a llarg termini.

Una vegada transcorreguts els periodes de temps
d’emmagatzematge dels materials de control, i després de
temperar-los i agitar-los, es processen aleatoriament i en
una mateixa serie un minim de sis vegades.

Per a cada material de control i estudi d’estabilitat, calcular
la diferencia relativa percentual (PD) utilitzant la segient
férmula:

100 < (X;—F
P (o0 === (77
i=1
on X; és cada un dels valors mesurats obtinguts en el
material de control, Y és el valor tedric o nominal del
material de control i n és el nombre de vegades que s’ha

processat el material de control i (n = 6 en el nostre cas).

Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20),
es considera que la magnitud en estudi és estable si la

diferéncia relativa percentual PD esta compresa entre + 15
%.

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova

no parameétrica de Dixon
(http://contchart.com/outliers.aspx).
4.11.2.3. Estudi del nombre de cicles de

congelaci6-descongelacio

Per dur a terme aquest estudi de ’estabilitat:

1)

Preparar els materials de control i emmagatzemar-los, a
temperatura de congelacié (-20 °C o -80 °C), durant un
periode de temps minim de 12 hores abans de la seva
descongelacio.


http://contchart.com/outliers.aspx
http://contchart.com/outliers.aspx
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2)

3)

4)

5)

4.11.2.4. Estudi de
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Una vegada transcorregut el periode de temps
d’emmagatzematge dels materials de control, després de
temperar-los i agitar-los, es processen aleatoriament, en una
mateixa série, un minim de sis vegades.

Per a cada material de control, calcular la diferéncia relativa
percentual (PD) utilitzant la segiient formula:

i=1

on X; és cada un dels valors mesurats obtinguts en el
material de control, Y és el valor tedric o nominal del
material de control i n és el nombre de vegades que s’ha
processat el material de control i (n = 6 en el nostre cas).

Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20),
es considera que la magnitud en estudi és estable si la
diferéncia relativa percentual PD esta compresa entre + 15
%.

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no
existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova
no parametrica de Dixon.

Tornar a emmagatzemar els materials de control a la
temperatura de congelaci6, durant un altre periode de temps
minim de 12 hores i repetir els punts 2) i 3) d’aquest
apartat.

El nombre de cicles de congelacio-descongelacio
correspondra al nombre de vegades en que s’ha realitzat
aquest estudi de I’estabilitat i les diferéncies relatives
percentuals obtingudes han estat compreses entre + 15 %.

I’estabilitat a curt termini en

mostres de pacients

Per a dur a terme aquest estudi de I’estabilitat:

1)

2)
3)

4)

5)

Decidir el periode de temps i les condicions

d’emmagatzematge de les mostres de pacients.

NOTA: Habitualment, al laboratori clinic, una vegada
processades les mostres de pacients aquestes son
emmagatzemades a una temperatura de refrigeracio (2-8 °C)
durant un periode de temps comprés entre una setmana i un
mes. En alguns laboratoris, les mostres son
emmagatzemades a una temperatura de congelaci6 (-20 ° C
0 -80 °C) per tal de poder-les conservar durant periodes de
temps més llargs (mesos o anys).

Processar, aleatoriament i en una mateixa série, les diferents
mostres de pacients (periode de temps = t,).

Emmagatzemar les mostres durant el periode de temps i
sota les condicions préviament escollides.

Una vegada transcorregut el periode de temps
d’emmagatzematge de les mostres (periode de temps = t;),
temperar-les i processar-les, aleatoriament i en una mateixa
série.

Calcular la diferéncia relativa percentual (PD) utilitzant la
seglient férmula::

(XE - Fl)
¥;

on X; és el valor mesurat obtingut en cada una de les
mostres processades en el periode de temps t;, Y; el valor
mesurat obtingut en cada un de les mostres processades en
el periode de temps t, i n és el nombre de parelles de
mostres emprades en I’estudi (20, en el nostre cas).

100
PD(%}ZT'

L]
i=1

Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20),
es considera que la magnitud en estudi és estable si la
diferéncia relativa percentual PD esta compresa entre + 15
%.

4.11.2.5. Estudi de I’estabilitat en el mostrejador
automatic

Per a dur a terme aquest estudi de ’estabilitat:

1)

2)

3)

4)

Decidir el periode de temps i les condicions

d’emmagatzematge que es volen estudiar.

Realitzar el procés d’extraccio (el que es vagi a fer servir)
en els materials de control i emmagatzemar els extractes
durant el periode de temps i sota les condicions préviament
escollides.

NOTA: Habitualment, els diferents periodes de temps en
estudi solen estar compresos entre una i quaranta-vuit hores
i les condicions d’emmagatzematge solen ser a temperatura
ambient o a temperatura de refrigeraci6 (2-8 °C).

Una vegada transcorregut els periodes de temps
d’emmagatzematge dels extractes dels materials de control,
després de temperar-los i agitar-los, es processen
aleatoriament i en una mateixa série un minim de 6
vegades.

NOTA: NO s’ha de realitzar el procés d’extraccid dels
mateixos, és a dir, s’introdueixen directament en el sistema
cromatografic i es processen.

Per a cada extracte del material de control, calcular la
diferéncia relativa percentual (PD) utilitzant la seguent
formula:

T
100 XY
o, —_—— _—
o0 1003 (1)
i=1

on X; és cada un dels valors mesurats obtinguts en I’extracte
del material de control, Y és el valor tedric o nominal de
I’extracte del material de control i n és el nombre de
vegades que s ha processat I’extracte del material de control
(n =6 en el nostre cas).

Seguint els criteris del CLSI (8), ’EMA (9) i la FDA (20),
es considera que la magnitud en estudi és estable si la
diferéncia relativa percentual PD esta compresa entre + 15
%.

Abans de realitzar cap calcul, s’ha de comprovar que no

existeixi cap valor aberrant, per exemple, utilitzant la prova
no paramétrica de Dixon.

A I’ Annex 9, es pot trobar un exemple de com dur a terme els
estudis d’estabilitat.

Els Annexos d’aquest document es poden trobar en linia a:
Annex 1: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_1.pdf
Annex 2: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_2.pdf
Annex 3: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_3.xIsx
Annex 4: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_4.xIsx
Annex 5: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_5.xIsx
Annex 6: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_6.xIsx
Annex 7: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_7.xIsx
Annex 8: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_8.xIsx
Annex 9: http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_9.xIsx


http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_9.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_1.pdf
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_2.pdf
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_3.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_4.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_5.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_6.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_7.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_8.xlsx
http://www.acclc.cat/continguts/mat_sup_9.xlsx
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