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Fundamentos practicos de la dosificacion hormonal

CARLOS HERNANDEZ CASSIS!, CARLOS CURE CURE?, JORGE HERNANDEZ CASSIS3

El propésito buscado al tratar este trabajo sobre dosificacion hormonal es brindar al lector conceptos
claros y dtiles acerca de los principios basicos del radioinmunoanilisis (RIA), definiendo somera-
mente los componentes y las etapas del proceso de su elaboracién y haciendo énfasis en el
procesamiento de datos, en el control de calidad y en la determinacién de rangos de normalidad.

Hoy se obtienen facilmente “kits” comerciales para dosificacion hormonal por RIA y es por eso
que el laboratorista y el médico deben estar familiarizados con estos tépicos para brindar mejores

resultados y diagnésticos a los pacientes.

Palabras claves: RIA, anticuerpo especifico, trazador, antigeno.

Historia

Antes de 1960 era muy dificil medir las concen-
traciones pequenas de sustancias que se encontra-
ban en los fluidos biolégicos. Las pruebas quimi-
cas y biolégicas eran imperfectas lo que producia
inexactitudes, y solian necesitarse grandes cantida-
des de las muestras por examinar.
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En 1960, Yalow y Berson describieron, en Esta-
dos Unidos, un nuevo método para la dosificacion

de insulina_basado en la ténica del analisis de ~

unién competitiva utilizando anticuerpos contra
la insulina’.

Los enormes progresos realizados en la dos
Gltimas decadas en el campo de la endocrinologia
deben ser atribuidos a estos descubrimientos, el
radioinmunoanilisis (RIA) es una de las técnicas
mas utilizadas.

El RIA es una técnica en la cual se utiliza una
reacciéon en la cual la hormona o ligante por
investigar en cantidades variables compite con
una cantidad constante y conocida de la misma
hormona o ligante marcada radiactivamente para
ocupar los sitios de unién de un anticuerpo es-
pecifico.
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Componente del RIA.

El radioinmunoanalisis requiere de cuatro (4)
elementos fundamentales y de seis (6) procesos
basicos.

Los cuatro (4) elementos fundamentales son:

Estindares: son cantidades conocidas de la hor-
mona (Antigeno o ligante) altamente purificadas
iguales a la sustancia que es preciso dosificar.
Para evitar alteraciones en los resultados se re-
quiere que el estindar sea puro, en la forma
hormonal activa, que sea de la misma especie y
que no esté en proceo de degradacion.

Hormona marcada radiactivamente: El antigeno
o ligante marcado debe ser de alta pureza, debe
estar marcado radioactivamente sin perder su in-
munorreactividad. El trazador mas frecuentemen-
te utilizado es el 1125 por su vida media de 60 dias
y por su mayor actividad especifica. La marcacién
con 1125 se hace generalmente con cloramina T o
lactoperoxidasa.

Anticuerpo especifico: es un anticuerpo obte-
nido gracias a inyecciones repetidas del antigeno
en animales. Lo mas importante de un anticuerpo
es que sea especifico para su interaccion con el
antigeno, esto es lo que se denomina afinidad.
De igual manera se define avidez como la fuerza
de la unién del complejo antigeno anticuerpo. Las
pequenas moléculas que son poco antigénicas
son inyectadas en el animal con adyuvante para
producir una reaccién inflamatoria local lo cual
origina anticuerpos de buena calidad. Estos adyu-
vantes son generalmente proteinas esmulsificadas
en un aceite.

La unién de antigeno con el anticuerpo, princi-
pio bésico del radioinmunoanilisis, mide antigeni-
cidad y no actividad biolégica. La cantidad de
anticuerpo que se utiliza en un RIA es aquella en
la cual el anticuerpo sea copado por el 50% del
antigeno marcado radiactivamente de tal forma
que la relacién unido-antigeno libre (B/F) sea 1:1.

Muestra del paciente: la cual es realmente el
antigeno no marcado que serd medido en el suero
o plasma y en andlogo o idéntico al antigeno
estandar ya mencionado.

Procesos basicos del RIA.

La reaccion del RIA

La hormona marcada y la no marcada compiten
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entre si para unirse al anticuerpo hasta alcanzar el
equilibrio entre ambos ligantes y el anticuerpo (o
unidor). La sensibilidad obtenida en el RIA de-
pende de la especificidad del anticuerpo tanto
como de la antigenicidad del antigeno, lo cual es
expresado en la constante de equilibrio o cons-
tante de afinidad que representa la energia de la
reacciébn antigeno-anticuerpo. A partir de esta
reaccion puede determinarse la radiactividad pre-
sente en concentraciones conocidas diferentes del
estandar para establecer una curva estdndar, lo
cual permitira, por extrapolacion, determinar can-
tidades desconocidas de la misma sustancia. (fi-
gura 1)
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FIGURA 1.Representacion esquematica del prin-
cipio de RIA. Notese que cuando la
concentracion de hormona no mar-
cada es cero la radioactividad unida
al anticuerpo es total. A medida que
aumenta la concentracion de la hor-
mona no marcada la radioactividad
disminuye. Una vez obtenida una
curva de estandares se puede deter-
minar las cantidades de muestras des-
conocidas por extrapolacion.

El proceso de incubacién

Tiene una duracién que varia entre 2 y 24 horas
dependiendo del anticuerpo utilizado y tiene como
finalidad que se establezca un estado de equili-
brio entre la hormona marcada y la no marcada
en su union con el anticuerpo. Las temperaturas
de incubacién varian también de acuerdo con el
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método empleado entre 4°C y la temperatura
ambiental. La reaccidn de equilibrio, entre el
antigeno libre no marcado, el antigeno libre mar-
cado, el anticuerpo libre y las fracciones de estas
hormonas unidas al anticuerpo, la cual es obte-
nida con la incubacién, se expresa:

Ag + Ag* + Ac <=3 Ac.Ag + Ac.Ag*

Donde Ag* es la hormona marcada radioactiva-
mente y Ac es el anticuerpo.

Separacion de la hormona libre de la unida.

Existen muchos métodos para separar la hor-
mona libre de la unida al anticuerpo tales como
migraciéon diferencial, precipitacién de la forma
unida utilizando un segundo anticuerpo o por
adsorcion de la hormona libre utilizando carbén,
resina o tubos de polipropileno. El mejor método
de separaciéon debe ser aquel que con menor
esfuerzo mantenga una maxima sensibilidad y debe
ser seleccionado como el mejor al probar varias
técnicas.

Medicion de la radiactividad

La radiactividad de la hormona marcada libre o
de la unida al anticuerpo, es medida en contado-
res gamma si se trata de sustancias que emiten
rayos gama como el 1125. Los contadores de cente-
llo liquido se utilizan cuando la sustancia emite
particulas Beta como el H3 o el C'%.

El conteo de las radiaciones de los tubos proce-
sados se expresa en cuentas por minuto y previa
sustraccion de la unién no especifica se convierte
a porcentaje de la radiactividad unida al anti-
cuerpo por medio de la férmula:

Cuentas de la muestra
Cuentas totales

x 100 = Porcentaje de
radiactividad unida
al anticuerpo.

Donde, cuentas totales es la cantidad de radiac-
tividad unida al anticuerpo cuando no se le ha
agregado hormona no marcada. Este porcentaje
de radiactividad unido a anticuerpo es entonces
extrapolado en la curva de estandares también
conocida como curva dosis-respuesta para deter-
minar en la abscisa la cantidad de hormona de la
muestra desconocida. (figura 1.)

Andlisis de los datos

Existen diferentes métodos para elaborar la curva
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de dosis-respuesta o curva de estandares, los cua-
les persiguen incrementar la sensibilidad, la exacti-
tud vy la precisién de las dosificaciones.

La manipulaciéon de estos ejes de coordenadas
puede hacerse mediante transformaciones de la
curva por medio de su linearizacién, por logarit-
mos y otros métodos.

Una vez obtenidos los resultados por medio del
método considerado mas vilido debe establecerse
cuan confiables son utilizando un adecuado con-
trol de calidad.

El control de calidad establece:

La sensibilidad: que es determinar la cantidad
més pequeria que puede ser medida de una sus-
tancia.

La presicién: que consiste en determinar la
reproducibilidad del RIA.

La exactitud: que es la correspondencia entre
lo medido y la cantidad real.

La especificidad: es la posibilidad de determinar
solo una sustancia y no otras conjuntamente.

Como puede verse de lo anterior, no se trata
solamente de obtener un resultado de buena cali-
dad sino también de comprobar que es de buena
calidad y corregir los errores que puedan presen-
tarse.

Rangos de normalidad

El establecimiento de los rangos de normalidad
por parte del laboratorio, si bien puede determi-
nar la toma de decisiones arbitrarias es algo nece-
sario para poder comparar los resultados obteni-
dos en cada paciente y poder definir la conducta
que debe seguirse con éste de acuerdo con la
normalidad o anormalidad encontradas en aque-
llos. Los rangos de normalidad deben tomarse en
grupos de personas saludables, teniendo en cuenta
diferentes factores tales como escogencia al azar,
edad, vida fisica, variaciones circadianas, efectos
de la postura, etc.

Uno de los métodos de establecer el rango de
normalidad de una hormona consiste en determi-
nar la media y la desviacién estandar de los resul-
tados de la muestra y de establecer como limite
de confianza 2 o 3 desviaciones estandares hacia
ambas colas de la distribucion.
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Otro método mas adecuado consiste en estable-
cer los percentiles 5 y 95, previa normalizacién y
obtencién del gaussianismo de la distribucién, lo
cual se acerca mds a la realidad3.

Tiempo de conteo:

El nimero de desintegraciones nucleares detec-
tadas por un instrumento de deteccién nuclear se
expresa como cuentas o como tasas de cuentas,
esta Ultima se refiere al nimero de cuentas por
unidad de tiempo, generalmente cuentas por mi-
nuto. Estas cuentas son detectadas electrénicamente
y representan la actividad o sea las desintegracio-
nes nucleares que ocurren en la muestra radiac-
tiva.

Al estar frente a unas muestras procesadas por
RIA a las cuales hay que contar radiactivamente,
debe determinarse el nimero de cuentas, el tiempo
de conteo y el nivel de confiabilidad que ofrezcan
un resultado de alta calidad.

Para obtener esta informacidn es necesario revi-
sar brevemente algunos conceptos:

El “background” o conteo de fondo: es la
radiacion que se encuentra en el equipo de con-
teo, aunque puede ser también radiacién c6smica
o sélo ser ruido electrénico presente en el sis-
tema. Al medir una muestra cualquiera el aparato
no sélo detecta la radiactividad de ésta sino tam-
bién el “background” o conteo de fondo.

La desviacién estandar fraccional o coeficiente
de variaciéon de la muestra: es el intervalo de
confianza que expresa la posibilidad en porcen-
taje de que un conteo determinado se encuentre
dentro de un rango establecido. La desviacién
estandar fraccional se obtiene dividiendo la des-
viacién estandar de un conteo sobre la media, o
sea las cuentas netas de una muestra.

Debe aclararse que el conteo de un radiois6topo
producido por un contador de radiaciones sigue
una distribucién conocida como de Poison, la cual
tiene como caracteristicas muy importantes que la
variable solo asume niimeros integros en la distri-
bucién de frecuencias y que la desviacién estan-
dar es igual a la raiz cuadrada de la media. Por lo
tanto, la desviacién estandar fraccional de las cuen-
tas de una muestra sera:

en donde,
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N es el nimero de cuentas de la muestra o la
medida de varias cuentas yyN es la desviacién
estandar de la muestra por venir de una distri-
bucién de Poisson.

La tasa de conteo neto (Rn): se define como la
diferencia entre el conteo total bruto (Rg) menos
el conteo de fondo o “‘background” (Pb). Como
el conteo de fondo puede haberse hecho utili-
zando un lapso diferente al del conteo total bruto
entonces, la tasa de cuentas neta sera:

Rn = Ng/tg -Nb/tb

donde,

N es el total de cuentas acumuladas en cada
caso y t son los diferentes lapsos empleados.

No debe olvidarse que Rg = Ng/tgy que Rb =
Nb / tb.

El tiempo ideal de conteo de una muestra es
aquel que permite tener una desviacién estandar
fraccional de 0.01, sin embargo, esto no siempre
es posible de obtener por lo prolongado que se
haria el tiempo de conteo, por lo cual se busca un
tiempo de conteo que permita una desviacién
estandar fraccional entreo 0.01 y 0.02.

Al tomar la decisién practica de definir el tiempo
de conteo de una muestra se debe tomar una
duracién de conteo suficiente para tratar de obte-
ner al menos entre 2.500 y 3.000 cuentas netas
totales por encima del conteo de fondo o “back-
ground”. Esto nos permitird obtener una des-
viacion estandar fraccional de 0.02 ya que:

\/ 2500

2500~ 002

Para determinar el tiempo de conteo de una
muestra para una desviacién estandar fraccional
dada, es util la siguiente férmula:

_ Rg + Rb
S (Rg - Rb)?

Como generalmente Rb es menor de 80 y Rg es
mayor de 500 la férmula anterior se aproxima de
la siguiente manera:
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t = _1—__
S? fRg
donde,

Sf es la desviacién estandar fraccional también
conocida como error fraccional.

En aquellos casos en los cuales existe un con-
teo neto de la muestra bajo y un conteo de fondo
elevado deberd utilizarse la férmula:

Desviacion estandar fraccional deseada =

Por alguna manipulacion matematica puede ob-
tenerse la relacion:

®_\/Te
tb Rb

de donde,
th =—8_
Rg
Rb

Con lo cual se puede sustituir hasta despejar tg.
Debe recordarse que Rg y Rb son expresadas en
cuentas por minuto y representan al conteo de la
muestra y el fondo durante sus respectivos lapsos
de conteo y que tg es el nuevo lapso en minutos
que debera ser contada la muestra para obtener
una desviaciéon estandar fraccional determinada,
sea esta de 0.01 y 0.02.

Para mayor informacién acerca de este topico
debe revisarse bibliografia adicional®.

X2 (chi cuadrado): aun cuando se tenga la
confianza de que las cuentas acumuladas son
suficientes para asegurar validez estadistica, de
debe utilizar esta prueba para determinar si el
contador cuenta adecuadamente. El X?(chi cua-
drado) nos da los medios para evaluar un grupo
particular de mediciones. Si las mediciones se
ajustan a una distribucién determinada se puede
concluir que el contador de radiaciones gama
trabaja de la forma esperada.

El rango de normalidad usualmente aceptado

fluctda entre 0.2 y 0.8 aunque lo ideal es 0.5 o
mas.
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Si la posibilidad calculada cae fuera del indice
del rango deseado no se podré concluir que las
muestras siguen la esperada distribucién normal.

La férmula del X?(chi cuadrado) es la siguiente:

n _X)2
v % _X)

i=1 X
donde,

X es el promedio de las cuentas (la medida), Xi
son los diferentes valores en cuentas por minuto
tomados cada vez, n es el namero de veces de
contada la muestra.

El valor del X?(chi cuadrado) obtenido se com-
para en una tabla de X?(chi cuadrado) teniendo en
cuenta el nimero de grados de libertad que no es
otra cosa que el namero de observaciones menos
1. (Tabla 1)

Analisis de la curva dosis-respuesta
Alternativas de expresion

El objetivo de laboratorio de RIA es determinar,
de una manera confiable, la concentracién de la
sustancia bajo estudio en la muestra tomada al
paciente. El método utilizado es una modificacién
de un procedimiento fundamental en quimica que
consiste en establecer una curva estandar. A partir
de concentraciones conocidas del material some-
tido a estudio se establecen puntos estandares de
referencia, con los cuales se puede hacer una
curva continua que pase a través de todos ellos y
utilizarla para determinar las concentraciones rea-
les de los pacientes.

En el RIA la curva dosis-respuesta (Curva estan-
dar) representa la relacién entre el grado de unién
de la hormona marcada con el anticuerpo (anti-
suero) que puede ser medida radiactivamente y la
concentracion conocida de la hormona (estdndar).

Existen varias alternativas para expresion grafica
de la curva dosis respuesta (5):

I. Porcentaje de radiactividad unida al antisuero
(U) / radiactividad total (CT) vs. la concen-
tracion del estandar (STD) en escala aritmética
o logaritmica.

Il. Porcentaje de U / la radiactividad libre (L) vs.

la concentraciéon del estandar (STD) en escala
aritmética o logaritmica.
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TABLA 1. Valores del X2 (chi cuadrado)

Probabilidad

Grados de

libertad 0.99 0.95 0.90 0.50 0.10 0.05 0.01
3 0.020 0.103 0.211 1.386 4.605 5.991 9.210
4 0.115 0.352 0.584 2.366 6.251 7.815 11.345
5 0.297 0.711 1.064 3.357 7.779 9.488 13.277
6 0.554 1.145 1.610 4.351 9.236 11.070 15.086
7 0.872 1.635 2.204 5.348 10.645 12.592 16.812
8 1.239 2.167 2.833 6.346 12.645 14.067 18.475
9 1.646 2.733 3.490 7.344 13.362 15.507 20.090
10 2.088 3.325 4.168 8.343 14.684 16.919 21.666
11 2.558 3.940 4.865 9.342 15.987 18.307 23.209
12 3.053 4,575 5.578 10.341 17.275 19.675 24.725
13 3.571 5.226 6.304 11.340 18.549 21.026 26.217
14 4.107 5.892 7.042 12.340 19.812 22.362 27.688
15 4.660 6.571 7.790 13.339 21.064 23.685 29.141
16 5.229 7.261 8.547 14.339 22.307 24.996 30.578
17 5.812 7.962 9.312 15.338 23.542 26.296 32.000
18 6.408 8.672 10.085 16.338 24.769 27.587 33.409
19 7.015 9.390 10.865 17.338 25.989 28.869 34.805
20 7.633 10.117 11.651 18.338 27.204 30.144 36.191
21 8.260 10.851 12.443 29.337 28.412 31.410 37.566
22 8.897 11.591 13.240 20.337 29.615 32.671 38.932
23 9.542 12.338 14.041 21.337 30.813 33.924 40.289
24 10.196 13.091 14.848 22,337 32.007 35.172 41.638
25 10.856 13.848 15.659 23.337 33.19% 36.415 42.980
26 11.524 14.611 16.473 24.337 34.382 37.382 44.314
27 12.198 15.379 17.292 25.336 35.563 38.885 45.642
28 12.879 16.151 18.114 26.336 36.741 40.115 46.963
29 13.565 16.928 18.939 27.336 37.916 41.337 48.278
30 14.256 19.708 19.768 28.336 39.087 42.557 49.588
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Ill. Porcentaje de L/ U vs. la concentracién del
estindar (STD) en escala aritmética o lo-
garitmica.

IV. Porcentaje de U / la radiactividad unida al
antisuero en ausencia de estandar (U,) vs. la
concentracién del estiandar (STD) en escala
aritmética o logaritmica.

V. Transformacién logit (logit de U / U_) vs.
logaritmo natural o decimal de la concen-
tracion del estdndar (STD).

VI. Andlisis de cuatro pardmetros en el cual los
valores de U, pendiente, intercepto al 50% y
unién no especifica (UNE) son condiderados
en la representacién de la curva dosis res-
puesta. Las expresiones graficas que utilizare-
mos aqui son la Vy la VI

Transformacion logit-log.

La linearizacién de la curva de dosis-respuesta
facilita el procesamiento de datos. El método mas
utilizado y uno de los mds practicos es el introdu-
cido por Rodbard® denominado transformacién
logit-log. Su importancia radica en que evita que
aspectos subjetivos del laboratorista influyan en
el trazado de la curva. La expresion gréfica re-
quiere un eje de coordinadas en donde la radiacti-
vidad esta en la ordenada que se designa como Y
que se calcula como porcentaje de unién U/ U,

para luego obtener su transformacién logit (logit
Y = Y') y la dosis estd en la abscisa y se designa
como X calculdndose como su logaritmo decimal.

300 (U-UNE) (gcyacion 1)

X = log,, dosis. Y = U . UNE

o}

en donde,

UNE son los tubos que contienen la hormona
marcada en ausencia de antisuero y estdndar y
que se miden después de haber sido procesados
con todos ios demds tubos del ensayo.

fuego se obtienen logit Y (Y’) que es igual a:

Y'= Log, [1—00——” (Ecuacién 2)

A manera de ejemplo préctico, hagamos, paso
a paso, todo el procedimiento de expresi6n de la
curva estandar.

Una vez que han sido procesados y contados
los estindares (STD) con sus respectivas réplicas
se obtienen una serie de datos como se expresa
en la tabla 2.

TABLA 2. Transformacion logit-log de la curva estandar dosis-respuesta

Yy =
Y = Suma de

D= U= = LogitY = Y’ para
Dosis del | CPM = 100% U-UNE L Y cada dosis
estdndar | Unidas Log,,D X2 U,-UNE| -©8eX300 -V determinada | (Y)4 XY’
STD 1 v+ Y
STD 1
STD 2 Y,vY,
STD 2
STD 3 Y, + Y,
STD 3
STD 4 Y, +Y,
STD 4
STD 5 Y, + Y
STD 5

=X =X? =Y =Y SYA=XY
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En cada dosis del estandar, el namero de répli-
cas se expresa Como m que en este caso m = 2.

k es el nimero de dosis diferentes del estandar,
en este caso k = 5.

n es el nimero de datos, n = km = 10.

Una vez se han obtenido estos valores se pro-
cede a hacer un gréfico en papel milimetrado la
curva estandar extrapolando los valores de las

dosis estandar colocando en la ordenada los logit
Y y en la abscisa los valores de X.

Validacion de la curva dosis respuesta linearizada

Al obtener la linearizacién de la curva por el
método logit-log se procede al demostrar su linea-
ridad. Para ello debe calcularse, en primer tér-
mino, los coeficientes de regresion de la recta
para obtener el valor de la pendiente que se
designa como b y el valor del intercepto al origen
que se designa como a.’

Para obtener b, se utiliza la férmula:

(Ecuacién 3)

EXY
= 2

X

en donde,

=y = Sxv - (EN(=Y)
n

(Ecuacién 4)
(Ecuacién 5)

y S X=<Sx-(=X?
n

Para obtener a se utiliza la férmula:

a =Y - bX (Ecuacién 6)

en donde,
V==Y y xX==X
n n

Por lo tanto, para obtener el valor de la pen-
diente (b) y del intercepto (a) se requiere el
calculo y desarrollo de las ecuaciones de los coefi-
cientes de regresion de la curva estandar dosis-
respuesta como acabamos de ver.

El valor de b es, te6ricamente, una constante
igual a -2.303 en circunstancias ideales, o sea,
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cuando el ligante marcado y el estandar tiene
idéntica afinidad con el anticuerpo y este a su vez
presenta idéntica avidez por ambos ligantes y el
sistema se encuentra en equilibrio’. Sin embargo,
en la practica se aceptan los valores comprendi-
dos en el rango -2.303 * - 0.156, es decir, entre
-2.147 y -2.459. No debe olvidarse, aunque parezca
elemental, que la pendiente es el angulo que
forma la curva linearizada con la horizontal
abscisa.

Si la dosis es expresada en log, dosis, entonces
la pendiente sera igual a 1.

De otra parte, el intercepto al origen (a) es el
punto en el cual la linea de regresién intercepta a
la ordenada’.

Una vez que se han obtenido los valores de b y
de a, se calculan los valores de S, y de F. El valor
de S, describe la dispersion o error estandar de
las estimaciones individuales alrededqr de la linea
de regresion al mejor ajuste de la linea recta.

Para obtener las dispersiones de (x) y de (y)
empleamos la férmula:

en donde, X? es igual a la férmula vista en el
parrafo anterior.

= ¥
=\/==Y"_ endonde,
n-1

éﬂ (Ecuacion 7)
n

=yp=-=v2-

Para obtener S, se emplea la férmula:

= \/E Y - (=x9)/ =% (Ecuacién 8)
n-2

No olvidemos que n = k.m.

Un valor de Syx menor 0.23 confiere validez a
la curva dosis-respuesta desde el punto de vista
de precision.

Hasta ahora hemos visto que para la validacion
de la curva dosis-respuesta contamos con varios
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criterios, siendo el primero de ellos que la pen-
diente se encuentre entre -2.147 y -2.459 lo cual
es un estimativo de especifidad. Adicionalmente,
la reproducibilidad del valor de b en una serie de
RIAs es un pardmetro muy importante en el con-
trol de calidad y que hace referencia directa a la
precision del RIA.

De igual manera otro criterio de validez de la
curva estandar, en cuanto a precision se refiere,
es obtener un valor de Syx menor de 0.23.

Sin embargo, es de mucha importancia obtener
la evaluacién estadistica de la linearidad de la
curva, lo cual puede obtenerse por diferentes
métodos tales como la prueba del X? (chi cua-
drado), el coeficiente de correlacién, la prueba t,
la prueba de los cuadrados minimos o la prueba F
de Dixon y Massey® de la cual trataremos y que
consiste en el cdlculo de la relacién de la varianza
de las desviaciones de las respuestas medias al
mejor ajuste de la linea de regresién (variacion
entre grupos) y la varianza de las réplicas dentro
de la dosis (variaciéon dentro de grupos)®.

El valor de F se obtiene:

5,2

Ecuacién 9
5,2 ( )

en donde S,2 = Varianza entre grupos y 5,2 =
Varianza dentro de grupos.

52 = YT/m-n(V?2-(Sxy)Y =%
n-k

(Ecuacién 10)

en donde,

YT ==Y;;2 o sea la suma de Y’ para cada dosis
determinada (ver tabla 2). Todos los demés para-
metros han sido mostrados en los parrafos ante-
riores.

(Ecuacion 11)

522=§yz+n(Y)2-YT/m
k-2

Una vez obtenidos S;2 'y S,2 se saca la

5.2
F calculada = —
S.2

2
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y el valor obtenido se compara en las tablas de F
tabulado al 95% de los limites de confianza (ver
tabla 3) utilizando como grados de libertad n - k
para el denominador y k - 2 para el numerador lo
cual se expresa: (n-k, k-2). Si el valor obtenido de
F es menor al tabulado al 95% de los limites de
confianza, la diferencia entre las varianzas no es
significativa, y por lo tanto la linea de regresion se
puede considerar lineal.

Calculo de muestras desconocidas

Una vez se haya valorado estadisticamente la
curva estandar linearizada y aceptado como vilida
se procedera a calcular las muestras desconocidas
utilizando los coeficientes de regresién de la curva
linearizada a y b. Para ello, se calculara la concen-
tracién de hormona o dosis presente en el tubo
de ensayo (X,) utilizando la férmula:

X, = antilogaritmo [logit Y- a:l (Ecuacion 12)
b

Luego se calculara la concentracién de la hor-
mona en la unidad de volumen que se utilizara
para expresarla (ml o dl) lo cual se denomina X,y
se expresa por la férmula:

Vol x Xe
Q,

Xt = (Ecuaciéon 13)

donde, Vol. es la unidad de volumen y Q, es la
alicuota de la muestra empleada en cada tubo de
ensayo.

Ocasionalmente Qa puede también expresar a
la alicuota del extracto resuspendido en buffer
cuando se utiliza el método de extraccién, a partir
de la unidad de volumen (1 ml) de liquido biol6gico
para el anédlisis expresado en porcentaje. Si, por
ejemplo, se toma la unidad de volumen (1 ml.) de
liquido biologico y se reseca y se resuspende en
0.6 ml. de buffery de ello se utiliza para el andlisis
una alicuota de 0.2 ml tendremos que:

Q, = 92 x 100 = 33,33%

entonces, X, en estos Casos se expresa:

100.X
X = 00.X, (Ecuacién 14)

t Qa%
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n-k
Grados de libertad del denominador

N
=

160

TABLA 3. Valores de F al 95% de confianza

W N =2

L oo NN O

1
12
13
14

15
16
17
18
19

4
(=4

NN
HOW N

25
26
27
28
29

30
40
60
120

k-2
Grados de libertad del numerador

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 30 60 120 x

161.4 1295 2157 2246 2302 2340 236.8 238.9 240.5 241.9 2439 2459 248.0 250.1 252.2 253.3 2543
18.51 19.00 1916 19.25 19.30 19.33 19.35 1937 19.38 19.40 19.41 19.43 19.45 19.46 19.48 1949 19.50
1013 955 928 912 9.01 894 889 88 881 879 874 870 866 862 857 855 853
771 694 659 639 626 616 609 6.04 600 59 591 58 58 575 569 566 563
6.61 579 541 519 505 495 488 4.82 477 474 468 462 456 450 443 440 436
599 5.14 476 453 439 428 421 415 410 406 400 394 387 381 374 370 3.67
559 474 435 412 397 387 379 373 368 3.64 357 351 344 338 330 327 3.23
532 446 407 384 369 358 350 344 339 335 328 322 315 3.08 301 297 293
512 426 386 363 . 348 337 329 323 318 314 3.07 301 294 28 279 275 2.71
49 470 371 348 333 322 314 3.07 3.02 298 291 2.8 277 270 262 258 254
484 3.9 359 336 320 3.09 3.01 295 290 2.8 279 272 265 257 249 245 2.40
475 3.89 349 326 311 3.00 291 2.8 2.80 275 269 2.62 254 247 238 234 230
467 3.81 341 318 3.03 292 28 277 271 267 260 253 245 238 230 225 2.21
460 374 334 311 296 285 276 270 265 260 253 246 239 231 222 218 2.13
454 368 329 306 290 279 271 264 259 254 248 240 233 225 216 211 2.07
449 363 324 3.01 255 274 266 259 254 249 242 235 228 219 211  2.06  2.01
445 359 320 29 281 270 261 255 249 245 238 231 223 215 206 201 136
441 355 316 293 277 266 258 251 246 241 234 227 219 211 2.02 197 1.92
438 352 313 290 274 263 254 248 242 238 231 223 216 207 198 193  1.88
435 349 310 287 271 260 251 245 239 235 228 220 212 204 195 190 1.84
432 347 307 284 268 257 249 242 237 232 225 218 210 201 192 187 181
4.30 3.44 3.05 2.82 2.66 2.55 2.46 2.40 2.34 2.30 2.23 2.15 2.07 1.98 1.89 1.84 1.78
428 342 3.03 2380 264 253 244 237 232 227 220 213 205 196 1.8 1.81 176
425 340 3.01 278 262 251 242 236 330 225 28 211 203 194 1.84 179 1.73
424 339 299 276 260 249 240 234 228 224 216 209 201 192 1.8 177 171
423 337 298 274 259 247 239 232 227 222 215 207 199 190 1.80 175 1.69
421 335 296 273 257 246 237 231 225 220 213 206 197 188 179 173 167
420 334 295 271 256 245 236 229 224 219 212 204 19 187 177 171 165
418 333 293 270 255 243 235 228 222 218 210 2.03 194 185 175 170 1.64
417 332 292 269 253 242 233 227 221 216 209 201 193 184 174 168 1.62
408 323 284 261 245 234 225 218 212 208 200 192 184 174 164 158 1.5
400 315 276 253 237 225 217 210 204 199 1.92 1.84 175 165 153 147 139
3.92 307 268 245 229 217 209 202 19 197 1.8 175 168 155 143 135 1.25
3.84 300 260 237 221 210 201 194 188 1.8 175 167 157 146 132 122  1.00

n = ndmero de datos = K.M

k = ndmero de dosis diferentes

m = namero de réplicas en cada dosis.
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Cuando en el método empleado se conoce el
porcentaje de recuperacién de la hormona estu-
diada entonces se determinara la concentracion
de la hormona presente en la unidad de volumen
corregida que se denomina por la férmula:

X;.100
% de recuperaciéon

X, corregido = (Ecuacién 15)

Modelo logistico de los cuatro parametros

Es un método para expresar la curva dosis-
respuesta propuesto por Rodbard® que puede ser
escrito como: '

Y=(a- d)/E + (XA )+ d (Ecuacién 16).

donde: Y = Respuesta
X = Dosis
a = Respuesta esperada cuando
x=0 o0 U,

b = Factor pendiente o exponente
¢ = ED50, ID50 o punto medio,
cuando Y = (a+d)/2
d = Valor esperado cuando
X = “infinito” o UNE.

Se ha encontrado que el modelo de la ley de
accion de masas conduce en la mayoria de los
casos a la predicciéon de una relacién linear logit-
log; sin embargo, esto no ocurre en todos los
casos. La heterogeneidad del anticuerpo (que esta
siendo subsanada por la produccién de anticuer-
pos monoclonales) y otras complicaciones condu-
cen a cambios menores en la pendiente y a un
pequeno grado de asimetria. Para corregir estas
alteraciones y brindar un poco de flexibilidad a la
curva es que se le han agregado pardmetros adi-
cionales a este método.

La curva resultante es suavizada, sigmoide y
simétrica cuando se mira en términos de Y versus
log X. Esta ecuacion es algebraicamente equiva-
lente con la relacién logit-log vista previamente.

La flexibilidad agregada al método logistico de
los cuatro parametros permite describir el 95% de
todos los RIAs y cerca del 99% de aquellos RIA,
“optimizados’’.
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Valoracién de la precision de un ensayo

La precision es la capacidad de obtener repeti-
damente el mismo resultado de una misma mues-
tra. Una variacién en los resultados de una misma
muestra indica que la prueba es imprecisa. El RIA
es menos preciso que las determinaciones quimi-
cas debido a los maltiples componentes de un
ensayo, y a la complejidad de las curvas estianda-
res y a los rangos de concentracién utilizados.

Debido a la gran importancia que un resultado
puede tener para el manejo de un paciente, el
laboratorista debe ser muy consciente de los limi-
tes de confianza de sus resultados, tanto en térmi-
nos de variacion intraensayo como interensayo, lo
cual deberia ser informado con el reporte del
resultado (10).

Relacion respuesta-error (RRE)

La relacion respuesta-error (RRE) es una medida
de la precision total del ensayo y representada la
relacién entre la magnitud de la respuesta o resul-
tado y el error medio o dispersion obtenido en
esa respuesta.

Para el célculo de la RRE de un ensayo es
necesario obtener inicialmente la media de las
cuentas por minuto (CPM) de cada grupo de
réplicas del ensayo, excluyendo los tubos de las
cuentas totales, asi como un error, que no es otra
cosa que la dispersion entre las réplicas de un
mismo grupo, el cual puede expresarse como la
desviacion estandar (S) o la varianza (S,) de cada
grupo de réplicas. En el caso de muestras procesa-
das por duplicado, la S se obtiene:

X, - X,
\ 2

donde,

S = (Ecuacion 17)

X; ¥ X, son los resultados expresados en CPM de
cada duplicado en cada grupo.

Cuando las muestras son analizadas por tripli-
cado o por un namero mayor de réplicas, habra
primero que calcular la media de las réplicas de
cada grupo y luego se calcularé S:

= (X-X)?

(Ecuacién 18)
= n-1

donde,

X es el valor individual de cada réplica, X es la
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media en cada grupo de muestras y n es el
nimero de réplicas utilizadas.

Una vez obtenidos estos valores se procedera a
hacer los graficos colocando en la abscisa el valor
promedio de cada grupo de réplicas en CPM y en
la ordenada el respectivo valor del error corres-
pondiente a cada grupo, con lo cual se representa
la RRE de cada muestra individual.

Utilizando los valores de las graficas es posible
calcular y trazar la linea de regresion resultante.
La relacion entre el error y la media de las CPM
de cada réplica representa la RRE de’'la muestra
individual.

S

RRE =

Después de obtener la RRE individual debe
obtenerse la RRE del ensayo y la RRE acumulada.

La RRE del ensayo (RRE-E) nos mostrard la re-
lacién entre el error medio de todo el ensayo con
la magnitud promedio de todas las respuestas del
ensayo expresadas en cuentas por minuto. Para
su determinacion serd necesario calcular la magni-
tud de la respuesta media, o sea el promedio de
todas las cuentas por minuto CPM obtenidas en
el ensayo (excluyendo solo los tubos de las cuen-

tas totales) y el error medio de la respuesta EMR,.

el cual se obtiene extrapolando al eje de ordena-
das el valor promedio de las CPM después de
haber obtenido la linea de regresion.

Para obtener la linea de regresién podemos
utilizar una lineal o logaritmica o exponencial o la
potencial.

Para la regresion lineal utilizaremos la férmula:

=a + bX: (Ecuacién 20).
Para la regresion logaritmica:
Y=a+ blog, (Ecuacién 21):

Para la regresion exponencial:

Y = ae® o log, Y = log,a + bx (Ecuacién 22).
Y para la regresion potencial:

Y =aXPolog, Y =log,a+b.log, X

(Ecuacion 23).
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donde, X es la respuesta en CPM y Y la dispersién
o error correspondiente a X.

“a” es el intercepto y “’b” la pendiente.

Habitualmente se utiliza la linea de regresion
lineal para obtener la RRE-E. Los otros tipos de
regresion se dejan para ensayos especiales en
donde no se obtiene un coeficiente de corre-
lacion lineal aceptable.

Su utilizacién demanda el empleo de calculado-
ras refinadas o de computadores.

Por el contrario, la regresion lineal es muy
sencilla y para calcular el intercepto (a) y la pen-
diente {(b) podemos utilizar las ecuaciones 3y 4 ya
mencionadas.

(Ecuacion 24)

_=Y-b=X
n

b = n=XY-=X.=Y
n=X-(=X?

(Ecuacion 25)

Y el coeficiente de correlacion sera:

nN=XY- =X.=Y

\/{n. =X - (§X)2]-{n.£Y2 - (EY)Z}

(Ecuacién 26)

r =

Desde un punto de vista practico podemos
decir entonces, que para obtener la relacion res-
puesta error del ensayo (RRE-E), una vez que se
ha corrido el ensayo, previa validacion de la curva
dosis-respuesta, debera buscarse en cada grupo
de réplicas su dispersién y facilitar la determi-
nacién de la RRE-E como puede verse en la tabla
4.

Al disponer de esta informacion y habiendo
obtenido la linea de regresién podremos obtener
la magnitud de la respuesta media (CPM) la cual
sera igual a:

CPM = ﬁ_nx (Ecuacion 27)

En donde n = al nimero de grupos de tubos.
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TABLA 4. Relacion respuesta error .individual (RRE) para obtener la relacién respuesta error del ensayo
(RRE-E). Deben excluirse en esta tabla las cuentas totales (CT).

Réplicas X, X,

(tubos) CPM CPM =X

X
=X
m =X?

= Y=S5

IS =X, - XZ/\/T =vy2

=XY

Suma

=X? =XY =Y?

m = ndmero de réplicas

Con base en el valor obtenido por la magnitud
de la respuesta media CPM, que corresponderd a
(X) en la féormula de regresion, obtendremos “Y”
despejando la “X’" en la misma férmula que
equivale al error medio de la respuesta (EMR).

Para establecer el valor de la RRE-acumulada
(RRE-A) que servird como parametro de precision
en cada RIA, se utiliza la siguiente férmula a partir
del segundo analisis’:

n (RRE-A hasta el analisis previo)? +
RRE-A = (RRE-E l:lltlmo)2
n+1

(Ecuacioén 28).

en donde n = nimero de analisis previos.

La RRE es una medida de precisién muy impor-
tante que permite rechazar resultados individua-
les y aun andlisis completos que se encuentren
por fuera de la precisién establecida.

Como criterio de aceptacion de muestras indivi-
duales se utiliza el valor obtenido de la RREA del
altimo andlisis multiplicado por 2. Para aceptar el
ensayo completo se fija como limite de precisién
el valor de la RREA hasta el analisis previo.
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El perfil de imprecision

Es uno de los parametros de mayor utilidad en
el control de calidad interno de un ensayo y
refleja la imprecision con que se estd midiendo
una sustancia.

El perfil de imprecision es la expresion gréfica
de la relacién entre las dosis y la imprecision
asociada con su medicién.

En todo inmunoanilisis debe tenerse en cuenta
que la imprecision en la estimacién de la cantidad
de una sustancia varia de acuerdo con la concen-
tracién (dosis) de ésta. A menor dosis, mayor
imprecision y viceversa.

El perfil de imprecision permite determinar la
dosis a partir de la cual la curva dosis-respuesta
tiene una precision aceptable; permite determi-
nar la precisién con la cual se ha medido una
muestra desconocida; facilita indentificar mues-
tras cuyo coeficiente de variacién entre sus répli-
cas sea dos o tres veces mayor que el observado a
la dosis correspondiente y considerar su posible
rechazo, y evaluar el efecto que sobre la presicion
del RIA pueda causar cualquier modificacién que
se introduzca en el proceso ya sea por cambio en
los reactivos, bien métodos o personas.
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Para calcular el perfil de imprecisién para cada
dosis de la curva dosis respuesta se procede de la
siguiente manera’:

- Hacer grafico de la curva dosis-respuesta (estan-
dar) logit Y vs. log,, dosis.

- Calcular la RRE-E descrita previamente.

- Calcular la media de las CPM en cada dosis, y
multiplicarlas por el valor de la RRE-E y poste-
riormente por dos (2), para obtener dos (2)
desviaciones estandar. Una vez obtenido este
valor, debera sumarse y sustraerse de la medida
de las CPM en cada dosis, calcular el valor de Y
y obtener el logit-Y.

- Dibujar en la grafica de la curva dosis-respuesta
linearizada, las dos desviaciones estandar (+ 2
DE) del valor del logit Y en cada dosis, obtenién-
dose asi los limites que comprenden al 95% de
los valores de la curva.

- Calcular el valor Xe correspondiente a los limi-
tes calculados al 95% de confianza, sindo Xe la
extrapolaciéon a la abscisa de los dos (2) valores
logit Y ( = 2 DE) en cada dosis.

- La diferencia entre estos dos valores Xe dividida
entre cuatro, proporcionara la desviacién estan-
dar para cada dosis (S).

- Calcular el coeficiente de variacion para cada
dosis:

S
Cv = — 100 (Ecuacién 29)

donde, S es la desviacién estandar de X, en cada
dosis y X es la media de las CPM en cada dosis.

- Hacer gréfico de los coeficientes de variacién
obtenidos para cada dosis de los estandares
contra las dosis repectivas expresadas en log 10.

Sensibilidad teédrica

Es la dosis minima diferente de cero’. Para
determinar se utilizan los tubos U,, que son aque-
llos que contienen la radioactividad unida al anti-
suero en ausencia de estiandar.

La sensibilidad teérica se obtiene con la férmula:
t.CV .

VAR

Yst = 100 - (Ecuacién 30)
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es la sensibilidad teérica en el
100% de unidn.

en donde: Yst =

t = valor de t tabulado para J-1
grados de libertad (al 95% de
confianza).

CV = Coeficiente de variacién de U,
(en CPM).
J = Namero de tubos U,,.

Esta dosis minima detectable generalmente cae
en la regién de la curva linearizada de baja confia-
bilidad (>90% de unién, o sea logit Y> + 2.2),
dando como resultado la generaciéon de valores
imprecisos y poco confiables®. Por tal motivo se
recomienda aceptar como dosis minima detecta-
ble (sensibilidad practica) a aquella cuyo porcen-
taje de union (o logit Y) sea igual o menor al 90%
(0 a + 2.2) respectivamente. Todas las dosis de-
bajo de este valor deberan ser informadas como
igual o menor a la dosis minima detectable.

Variacion intraensayo

Es un indicador de la precision y reproducibili-
dad en la medicién de una manera a lo largo de
un RIA>, generalmente se expresa como coefi-
ciente de variacién.

Debido al hecho de que la curva dosis-
respuesta no es uniforme en su precision, se
recomienda utilizar en el RIA muestras controles
con concentraciones baja, media y alta en replica-
dos distribuidos en tres posiciones diferentes en
el ensayo™.

A cada uno de los grupos de muestras de con-
trol de calidad se debe calcular la media X, la
desviacion estdndar (S) y la varianza (S,).

Se recomienda acumular un lote de 10 ensayos
para el cédlculo del coeficiente de variacién in-
traensayo a partir de estos parametros porque
nada podria conseguirse con un solo ensayo en
donde las muestras de concentracion baja,.media
y alta son sélo tres concentraciones en duplicado
o triplicado.

Por lo tanto, en cada ensayo se determinara
para cada grupo de réplicas de las concentracio-
nes baja, media y alta los parametros mostrados
en la tabla 5
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TABLA 5. Variacién Intra-Ensayo. Muestras de control de calidad para cada una de las concentraciones.
(Debera hacerse una tabla para cada una de las concentraciones.

RIA Réplicas

= X2 total

cv

(No.) X,

x|

X, |=X = X?

=X

(= X2 —=— 100

R

S =\ /X2 total
R-1*

10

=x|=X

= X2 total

* Cuando R, que es el nimero de réplicas, no es mayor de dos no se le resta 1.

Para obtener entonces el X general de los 10
ensayos se utilizara la férmula:

= X (tcuacion 31)
m.R

X general =

donde, m es el nimero de anilisis.

Para obtener la desviaciéon estindar general de
los 10 ensayos (S general) utilizamos:

= X2 total

m(R-1) (Ecuacion 32)

S general =

Por dltimo, para obtener el coeficiente de va-
riacion general (CV general) utilizamos la férmula:
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S general

= 100
X general

CV general = (Ecuacién 33.)

El calculo del coeficiente de variacién intraen-
sayo en un lote de 10 ensayos utilizando alicuotas
de una misma muestra nos brindard una infor-
macién mucho mas atil por provenir de un nimero
mucho mas significativo de muestras que el obte-
nido sélo de una muestra en duplicado o en
triplicado.

Por otro lado, es recomendable calcular el coefi-
ciente de variaciéon de duplicados o réplicas indivi-
duales de las muestras desconocidas.

Se recomienda rechazar aquellos cuyo coefi-
ciente de variacion sea mayor del 10%. El nGmero
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TABLA 6. Variacion inter-ensayo. Muestras de control de calidad para cada una de las concentraciones
baja, media, y alta. Debe hacerse una tabla para cada una de las concentraciones.

1 2 3 5 6 7 8

9 10 11 12 13

x| |+

X =X =X cv
No. de X SCAG,

RIA

CMA,,

CMA SCA, Decision

cu

F
F | CMA, o

Fobt

v W N

[op]

~

9

10

total de las muestras rechazadas en cada ensayo
constituye un parametro adicional en el control
de calidad’.

Variacion interensayo

Es el parametro mas importante en el control
de calidad de un laboratorio de RIA. La variacién
interensayo es la medida de la reproductibilidad
de una misma muestra a través de diferentes
ensayos, generalmente se expresa en términos de
coeficiente de variacién.

Generalmente se utilizan las mismas muestras
empleadas para el coeficiente de variacion intraen-
sayo de cada RIA. A lo largo de 10 o mas ensayos
se mediran por replicado alicuotas de las muestras
con concentracién baja, media y alta.

Para obtener el coeficiente de variacién interen-
sayo se determinara para cada grupo de réplicas
de las concentraciones baja, media y alta los para-
metros mostrados en la tabla 6.

La columna 1 es el nimero secuencial de en-
sayos.

En la columna 2 X es el promedio de la muestra
obtenido en cada ensayo.
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En la columna 3=X representa la suma de los X
de cada ensayo en forma progresiva.

En la columna 4 se expresa X que es promedio
de la muestra obtenido hasta el ditimo ensayo
realizado.

0 1 -
X = ~ =X (Ecuacién 34)

En la columna 5 representa =X? que es la suma
parcial del cuadrado del promedio obtenido en
cada ensayo.

La columna 6 SCA_, es la diferencia entre la
sumatoria de los cuadrados de los promedio de la
muestra obtenidos en cada ensayo y la sumatoria
al cuadrado de los promedios divididos por el
namero de ensayos realizados hasta ese momento.

SCA_, === X2- .(_Er\j(i (Ecuacion 35)

La columna 7 es la desviacion estandar (S) de la
medida de los N ensayos realizados hasta ese
momento.
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SCA,,

SN (Ecuacion 36)

La columna 8 es el coeficiente de variacién de
los N ensayos realizados hasta ese momento.

CV = CMA, = (Ecuacién37)

S
= X/N

La columna 9 es el cuadrado medio acumulado
(CMA_ ) debido a la suma de los cuadrados (SCA_,
de la columna 6) tomado para los N ensayos
efectuados hasta ese momento, pero divididos
por N-1 grados de libertad.

SCA
CMA_, = ——<—

N (Ecuacién 38)

La columna 10 expresa el cuadrado de la media
actual (CMA_). Es el cilculo de la suma de los
cuadrados debido exclusivamente al ensayo actual
(SCA_). Se obtiene de restar el valor de la co-
lumna 6 (SCA_,) correspondiente el ensayo actual
N el valor de SCA_, inmediatamente inferior (N-1)
de la misma columna.

SCA, = SCA_, (N) - SCA_, (N - 1) (Ecuacién 39).

Por solo existir un grado de libertad el SCAct
es igual al cuadrado de la media actual CMA,,,.

La columna 11 es el calculo estadistico del F
obtenido para el andlisis de varianza respectiva.
Recordando lo mencionado al hablar de la ecuacién
9 obtendremos:

SCA,, (N)
CMA_, (N-1)

(Ecuacion 40)

en donde, SCA_, se toma del valor correspon-
diente al ensayo N en la columna 10 y CMA_ se
toma del valor correspondiente al ensayo inmedia-
tamente anterior (N-1) en la columna 9. El valor
resultante de la ecuacion (40) serd la F calculada:

En la columna 12 se colocaré el valor de F de las

tablas calculado al 95% de los limites de confianza
para (N, N-1). Ver tabla 3 y su explicacion.
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El valor obtenido en la columna 11 (F calculada)
debera ser menor al obtenido en la tabla 3 F(N-1,
N). En caso positivo se aceptara esa muestra de
control de calidad para concentracién especifi-
cada. En caso contrario serd rechazada.

Como vemos en la explicacién anterior, en este
método se utiliza la varianza CMAcu como el
reflejo del error promedio acumulado a través de
varios andlisis. El cuadrado de la media actual
(CMA_,) es igual a la diferencia de las dos dltimas
sumas acumuladas de los cuadrados (SCA_)). Por
medio de este célculo se obtiene el valor de F, el
cual es comparado con su valor tabulado al 95%
de confianza de 1y N-1, indicando de esta manera
si la Gltima medicién oscila dentro de la variacién
habitual’.

Gréficas de control de calidad

Todo laboratorio deberda mantener un control
grafico de todos los parametros importantes en el
control de calidad a lo largo de todos los ensayos.
Se recomienda llevar graficas de cada una de las
concentraciones de las muestras de control, de la
pendiente, del intercepto, del intercepto al 50%,
del porcentaje de UNE, etc. y mostrando la dis-
persion hacia arriba y hacia abajo divididaen =+ 1,
2 y 3 desviaciones estdndares.

Al evaluar el control de calidad de un ensayo,
algunos investigadores (5) recomiendan que un
ensayo debera ser rechazado cuando los tres (3)
grupos de control de calidad (concentracién baja,
media y alta) se encuentren fuera de una des-
viacion estandar, cuando dos grupos se encuen-
tren fuera de dos (2) desviaciones estandares o
uno solo se encuentre por fuera de las tres desvia-
ciones estandar.

Rangos de normalidad

Todo laboratorio debe establecer sus propios
rangos de normalidad. Esto ocasionalmente es
muy dificil de conseguir, porque con frecuencia
los resultados de personas sanas pueden superpo-
nerse con los de los enfermos. Muchos factores
pueden afectar un resultado tales como la edad,
ejercicio fisico, dieta, sexo, raza, problemas inter-
currentes en el individuo no relacionados con la
sustancia que se estd midiendo, ausencia de estu-
dios longitudinales en una misma persona, varia-
ciones circadianas, efectos de la postura o de
estados fisiologicos como el embarazo. Todos es-
tos factores deben ser determinados y estandariza-
dos.
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Para determinar los rangos de normalidad de
una prueba pueden emplearse varios métodos.

Determinacion de la media = SD

El més usado pero no el més preciso, es estable-
cer la media y la desviaciéon estandar de una
muestra lo suficientemente grande de controles
sanos y definir la poblacién normal por medio del
uso del 95% de los limites de confianza. Sin
embargo, este método tiene sus inconvenientes
por cuanto los datos en endocrinologia no estan
“normalmente” distribuidos y generalmente es-
tin ‘‘sesgados a la derecha” conformando una
distribucién “log-normal.

Otro problema que se enfrenta con este enfo-
que es la superposicion de datos a ambos extre-
mos de la distribucion normal entre poblacién
sana y enferma. Esto ha conducido a la utilizacién
de los otros enfoques.

Enfoque bayesiano

Es una técnica utilizada frecuentemente en la
cual un laboratorio intenta colocar los resultados
en dos (2) categorias, normales o anormales (en-
fermedad).

El teorema de Bayes maneja la posibilidad de
que dos eventos sucederan concurrentemente,
esto es que en presencia de un resultado existe
una posibilidad finita de que existe enfermedad.
Para utilizar este método se requiere que la espe-
cificidad y sensibilidad de la prueba asi como la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién
sean conocidas. Usando tales datos se podra obte-
ner tasas predictivas verdaderas para cualquier
resultado de laboratorio™.

Para utilizarse este método deben seleccionarse
muestras de dos (2) poblaciones, una de controles
sanos y otra de enfermos que han sido clasifica-
dos asi por un método uniforme pero diferente a
la prueba que serd evaluada. Una vez tenidas las
dos muestras se les practica la prueba que sera
evaluada. Si la prueba consiste en positividad para
los pacientes y negatividad en los sanos tendre-
mos la posibilidad de cuatro (4) resultados: verda-
deros positivos, falsos positivos, falsos negativos y
verdaderos negativos, los cuales seran colocados
en la llamada tabla binaria (ver tabla 7).

(Ecuacidn 41)
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TABLA 7. Tabla binaria y simplificacién del teo-
rema de Bayes.

Enfermos Controles
Verdaderos Falsos ®)
Positivo Positivos (A) Positivos
Examen
. Falsos Verdaderos
Negativo )
Negativos Negativos
Sensibilidad Especificidad (E)
- D L.
E= —m™— (Ecuacion 42)
B+D

. A
Valor predictivo (+) VP (+) = ——8M———
alor p (+) (+) AT B
(Ecuacion 43).
Valor predictivo (-) VP (-) = - D
cC+D

(Ecuacion 44).

Relacion de probabilidad o indice de probabili-
dad (IP)

A

iP = A+C (Ecuacion 45)

B+ D

Obtenidos los verdaderos y falsos positivos y
verdaderos y falsos negativos se procede a deter-
minar la sensibilidad y la especificidad de la prueba.

La sensibilidad se obtiene determinando la pro-
porcién de enfermos que tienen el examen posi-
tivo (ecuacion 41, en la tabla 7). De igual manera
la especificidad consiste en determinar la pro-
porcién de controles normales que tienen el exa-
men negativo (ecuacion 42, tabla 7). De otra parte,
utilizando la misma informacién es posible calcu-
lar el valor predictivo positivo o negativo que se
define como la probabilidad de que un paciente
tenga la enfermedad cuando un examen es posi-
tivo o negativo (ver ecuaciones 43 y 44 en la tabla
7).
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El indice o relacién de posibilidades expresa
cuantas veces es mas probable que el resultado
positivo provenga de un enfermo que de un con-
trol.

Para profundizar en este tema se recomienda
una excelente revision publicada recientemente.

Determinacion de los percentiles 5 y 95

Aunque la evaluacién de una prueba con el
enfoque bayesiano es superior, es con frecuencia
dificil de utilizar para un laboratorio clinico. Por
el contrario, la determinacién de la media = SD
para obtener los limites de confianza es una prueba
muy sencilla de hacer, pero ofrece la dificultad de
que la mayoria de los datos en endocrinologia no
tienen una distribucién simétrica gaussiana. Como
ya se dijo antes estos estdn sesgados a la derecha
y a menudo conforman una distribucién log-
normal cuando no hay valores indetectables o
iguales a cero.

El problema del no gaussianismo o no normali-
dad de la distribucién puede ser manejada con
métodos estadisticos no paramétricos estimando
los percentiles 1y /o 5 superior e inferior de la
distribucién.

Estos métodos generalmente requieren mues-
tras de gran tamano. También puede enfocarse el
problema con métodos cuasi-paramétricos asu-
miendo que la distribucién es localmente gaus-
siana en las colas. En este caso se extrapola la
funcién de la distribucién acumulativa en papel
probit, se ajusta una linea recta separada para las
regiones inferior o superior y estimar los percenti-
les 1 y 5 por interpolacién si es posible o por
extrapolacién si es necesario3.

Un tercer enfoque es obtener el gaussianismo
por transformacién de los datos, ya sea por loga-
ritmos, raiz cuadrada, raiz cubica, raiz a la n, o
bien cualquier otra transformacién simple hasta
obtener una normalidad 6ptima (por ej. log X + C
oVX + C™. La normalidad asi obtenida sera pro-
bada por cédlculo de momentos, inspeccién de la
funcion de distribucidon y su representaciéon en
papel probit y calculo de los criterios de Kolmogo-
rov-Smirnov o el Shapiro Wilk.

Cuando se buscan rangos de pruebas dinami-
cas llamadas también pruebas provocativas o de
estimulos debera buscarse la normalidad para los
resultados basales como para cada uno de los
tiempos de la prueba en forma independiente.

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.), 4-5(3): 151 - 170, 1988

La obtencién de los rangos de normalidad de-
beria ser realizada con la ayuda de un estadistico
o utilizando un programa de computador inteli-
gente'®, el cual puede ser utilizado para estimar
los percentiles de la distribucién al aumentar el
tamano de la muestra.

Otro de los problemas, al cual tiene que enfren-
tarse un laboratorio para establecer sus rangos de
normalidad, es los bajos grados de libertad espe-
cialmente en las pruebas de estimulo en nifios
normales y el otro es la no uniformidad de la
varianza, esto es, la variacién en la dispersién en
los valores obtenidos en cada uno de los tiempos
de una prueba de estimulo.

Para incrementar los grados de libertad se ha
propuesto? utilizar como un todo los valores obte-
nidos en los diferentes tiempos de una prueba de
estimulo, lo cual incrementa considerablemente
los grados de libertad en forma proporcional al
nimero de tiempos que presente la prueba.

Cuando en las pruebas de estimulo hay unifor-
midad de varianza entre los valores de los diferen-
tes tiempos para obtener el rango suavizado en
cada tiempo todo lo que hay que hacer es sacar
un promedio de las varianzas o de las desviacio-
nes estandar de los diferentes tiempos. Sin em-
bargo, en la mayoria de las pruebas de estimulo
hay sistemdticamente una no-uniformidad de la
varianza y a medida que aumenta el nivel de una
hormona asf aumenta su variabilidad. Algunas ve-
ces esta no uniformidad es eliminada por la misma
transformacién utilizada para obtener el gaussia-
nismo (Por ej. logaritmica), pero a menudo el
problema permanece. Una forma bastante sensi-
ble de examinar los datos consiste? en:

1. Calcular la media (Y) y la desviacion estindar
(S,) entre los sujetos en cada tiempo de la
prueba.

2. Extrapolar (S
das.

3. Examinar el patrén de extrapolacién para deter-
minar si existe una relacién sistematica entre
S,y Y.

4. Si existe una relacion debera caracterizarse, ya
sea al ojo o por computador. Usualmente se
encuentra una relacion muy simple tal como S,
aYo Sy a\]_V_, etc.

5. Conocida la relacion podré predecirse qué des-
viacién estdndar habra en cualquier punto de
un tiempo dado en una prueba dinamica, con
base en una relacién continua y suavizada en-
tre S,y Y.

,) vs. () en un eje de coordena-
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Importancia de las pruebas hormonales de estimulo

Las pruebas hormonales de estimulo tienen
varias ventajas sobre las dosificaciones basales
tales como que al ser dindmicas evaltan el com-
portamiento de las hormonas y glandulas endocri-
nas a un estimulo dado. También permiten esta-
blecer una apreciacién indirecta de la reserva
funcional de una glandula y la estimacién indi-
recta del turnover (ciclo metabélico) de una hor-
mona.

Tienen ademds como ventaja las pruebas de
estimulo que, al elevar a una homorna en res-
puesta al estimulo, este nivel hormonal mas alto
generalmente queda en una regién buena del RIA,
con lo cual se obtiene un coeficiente de variacién
mucho mas pequeiio y por lo tanto una mayor
precisién de la prueba.
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