m Bariandaran y col.Verificacidn e implementacién de los métodos de B-hidroxibutirato y dcidos grasos libres no esterificados en un equipo automatizado.

ARTICULO ORIGINAL

Verificacién e implementacién de los métodos de 3-hidroxibutirato

y acidos grasos libres no esterificados en un equipo automatizado
Verification and implementation of the 3-hydroxybutyrate and

non-esterified free fatty acid methods in automated equipment
Bariandaran, Aldana®*"; Chilelli, Carlal""; Barbieri, Alejandral *; Pifieiro, Natalial *; Gosis, Ramiro! *; Rodifio, Alejandra® ;
Fernandez, Gabriela™; D “Isa, Gabriela®".

!l aboratorio de Quimica Clinica, Laboratorio Central, Hospital de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.
“Contacto: Bariandaran, Aldana. Hospital de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”, C1245AAM; aldibariandaran@gmail.com

Resumen

Introduccidn: El B-hidroxibutirato (BOH]) y los acidos grasos libres no esterificados (NEFA) son medidos
para el estudio de las enfermedades metabdlicas e hipoglucemias. Ademas, la medicion de BOH en suero
es Gtil para hiperglucemias y control de dietas cetogénicas. La verificacién debe confirmar que se ha
cumplido el desempefio declarado por el fabricante. Objetivo: Verificar los métodos cuantitativos de NEFA
y BOH. Materiales y métodos: Se utlizaron la guias del CLSIEP15-A3 y EP6-Ay el autoanalizador de Roche/
Cobas 501. Resultados: Se observé lo siguiente: a) Condiciones de repetibilidad NEFA: nivel 1 (N1): coefi-
ciente de variacién 0,60% y nivel 2 (N2):0,62%. N1 BOH: 1,54% y N2 0,56%; b) Precisién intermedia NEFA:
2,51%N1y1,62% N2y 1,62%N1y0,78%N2 para BOH; c] Veracidad NEFA: 0,7 mmol/L N1 y 1,6 mmol/L
N2, rangos de verificacién 0,55-0,66 mmol/L y 1,38-1,53 mmol/L; BOH 0,3 mmol/L N1y 2,9 mmol/L N2,
rangos de verificacién 0,294-0,325 mmol/L y 2,793-2,942 mmol/L. El sesgo de la estimacién de la vera-
cidad fue de 11,85% y 11,98% para NEFA y de 4,83% y 1,92% para BOH; d) Linealidad: hasta 2,4 mmol/L
NEFA y hasta 3,23 mmol/I BOH. Conclusiones: Se logrd verificar la precision intermedia y en condiciones
de repetibilidad para ambos analitos, la veracidad desde el punto de vista clinico, aunque no estadistico,
para NEFA y la veracidad clinica y estadistica para BOH. Para el NEFA, se verific la linealidad estadistica
yclinica y para el BOH, la linealidad clinica.

Palabras clave: verificacion de métodos, B-hidroxibutirato, acidos grasos libres no esterificados, especi-
ficaciones técnicas.
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Introduction: B-Hydroxybutyrate (BOH) and non-esterified free fatty acids (NEFA) are measured for the
study of metabolic diseases and hypoglycemia, and B0H, in addition, for hyperglycemia and control in
ketogenic diets. Verification should confirm that the performance declared by the manufacturer has been
met. Objective: To verify the NEFA and BOH methods. Materials and methods: The CLSI guidelines EP15-
A3 and EP6-A were followed. The Roche/Cobas 501 autoanalyzer was used. Results: NEFA repeatability
conditions were as follows: level 1 (N1) coefficient of variation 0.60% and level 2 (N2) 0.62%. N1 BOH
1.54% and N2 0.56%. Intermediate precision: 2.51% N1 and 1.62% N2 for NEFA and 1.62% N1 and 0.78%
N2 for BOH. Veracity: 0.7 mmol/L N1 and 1.6 mmol/L N2, verification ranges 0.55-0.66 mmol/L and 1.38-
1.53 mmol/L for NEFA; 0.3 mmol/L N1 and 2.9 mmol/L N2, verification ranges 0.294-0.325 mmol/L and
2.793-2.942 mmol/L for BOH. The veracity estimation bias was 11.85% and 11.98% for NEFA and 4.83%
and 1.92% for BOH. Linearity was up to 2.4 mmol/L for NEFA and up to 3.23 mmol/I for BOH. Conclusions: It
was possible to verify precision under repeatability and intermediate conditions for both analytes, vera-
city from a clinical point of view, although not statistical for NEFA, and clinical and statistical veracity for
BOH. Statistical and clinical linearity was verified for NEFA and clinical linearity for BOH.

Keywords: method verification, B-hydroxybutyrate, non-esterified free fatty acids, technical specifications.
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Introduccién

Los cuerpos ceténicos son pequefias moléculas sin-
tetizadas principalmente en el higado a partir de acidos
grasos que circulan por el torrente sanguineo durante el
ayuno, el ejercicio prolongado y cuando se restringen los
carbohidratos. Estos son tomados por tejidos que necesi-
tan energfa, convertidos primero en acetil-CoA y luego, en
ATP. Durante la cetosis, se forman y utilizan tres cuerpos
cetdénicos principales para obtener energia: acetona, ace-
toacetato y P-hidroxibutirato (BOH], el cuerpo cetdnico
mds abundante en los mamiferos.?

La presencia y el grado de cetosis pueden ser determi-
nados midiendo los niveles sanguineos de BOH. Ademas,
su determinacioén es Gtil para el control en dietas cetogé-
nicas. Dicha dieta constituye el tratamiento no farmacolg-
gico de eficacia probada mas utilizado en la dltima década
para el manejo de |a epilepsia refractaria en la poblacién
pediatrica. Consiste en un plan alimenticio rico en grasas,
adecuado en proteinas y bajo en hidratos de carbono (HC),
disefado para producir cetosis e imitar los cambios meta-
bélicos que ocurren durante el ayuno >

Los acidos grasos no esterificados (NEFA) son medidos
en el laboratorio para el estudio de enfermedades metabo-
licas e hipoglucemias y se utilizan para evaluar la sintesis
de estos 4cidos en diferentes situaciones de ayuno. En el
laboratorio del estudio, al formar parte de un hospital pe-
didtrico de alta complejidad, estas determinaciones son
solicitadas de forma habitual.

La norma IRAM-ISO 15189:2023 establece que los pro-
cedimientos analiticos validados por el fabricante, utili-
zados sin modificaciones, deben estar sujetos a la verifi-
cacion independiente por parte del laboratorio antes de

ser introducidos en el uso rutinario. En la misma norma,
se establece que el laboratorio debe disponer de un proce-
dimiento para verificar que puede realizar correctamente
los métodos de andlisis antes de comenzar a utilizarlos,
asegurando que se puede alcanzar el desempenfio reque-
rido, segun lo declarado por el fabricante o el método. El
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) provee guias
de verificacion con protocolos accesibles al laboratorio de
rutina. La CLSI EP15-A3 esta disefiada para la verificacién
de precisién y veracidad de un método que previamente
fue validado por el fabricante, mientras que la CLSI EP6-A
se utiliza para verificar linealidad. La implementacion de
ambas le permite al laboratorio, mediante el aporte de
evidencia objetiva (en forma de caracteristicas de desem-
pefo), demostrar que se ha cumplido con los requisitos
especificados por el fabricante para el procedimiento ana-
litico y asf habilitar su uso en la practica diaria.®”

Los reactivos disponibles que se comercializan actual-
mente para ambos analitos son para uso manual, con la
posibilidad de adaptacién a la automatizacién, lo que ge-
nera, por un lado, mayor demanda de personal, de tiempo
y de costos, y, por otro, una mayor probabilidad de error a
la hora de realizar la determinacién debido a la variacién
intra e interoperador de la técnica. Es por eso que se plan-
te6 como objetivo realizar la verificacién de la precision,
veracidad y linealidad de los métodos de medicién de
NEFA y BOH de acuerdo con especificaciones internacio-
nales de guias publicadas por el CLSI, en un equipo auto-
matizado de quimica clinica de un hospital pediatrico de
alta complejidad para su posterior implementacién en la
rutina asistencial.

Tabla l. Precisidn estadistica intralaboratorio e intracorrida de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados

CVen condiciones CVen condiciones CV en condiciones de

CV en condiciones de

Nivel - . de repetibilidad del de precisién inter- precision intermedia  ;Aceptado?
repetibilidad (%) fabricante (%) media (%) del fabricante (%)

NEFA

1 0,60 4,81 2,51 4,32 Si

2 0,62 4,74 1,62 4,51 Si
BOH

1 1,54 1,70 1,62 5,20 Si

2 0,56 1,40 0,78 1,70 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: acidos grasos libres no esterificados ; CV: coeficiente de variacion
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Tabla Il. Veracidad estadistica de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados

Nivel [nl:d:]g;ju Intervalo de verificacion (mmol/L) ¢Aceptado?
NEFA
1 0,7 0,55-0,66 No
2 1,6 1,38-1,53 No
BOH
1 0,3 0,29-0,33 Si
2 2,9 2,79-2,94 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: dcidos grasos libres no esterificados

Materiales y métodos
Serealizd un estudio experimental, transversal y prospectivo.

Autoanalizador y reactivos

Se utilizé el autoanalizador de Quimica Clinica Roche/Co-
bas 6000 501. Los reactivos usados fueron de RANDOX-CRO-
MOION® para NEFA (lote: 575736, vencimiento:28/8/2023)
y STANBIO Laboratory para BOH (lote: 170558, vencimien-
to: 31/5/2023). Ambos son métodos cuantitativos y co-
lorimétricos. Para realizar la verificacién de la veracidad y
precisién de los métodos, se utilizaron muestras del con-
trol de calidad externo de RIQAS de dos niveles diferentes
(bajo o nivel 1 y alto o nivel 2]. Para la linealidad, se utili-

zaron muestras de pacientes de concentracién elevada: 2,4
mmol/L para NEFAy 3,23 mmol/L para BOH.

Procedimientos de verificacion

Se utilizaron las guias del CLSI: la EP15-A3, para verifica-
cién de precision intermedia (intralaboratorio) y repetibili-
dad (intracorrida), medidas como coeficiente de variacion
(CV), y para evaluar veracidad, medida en términos del
sesgo o error sistematico. Se realizaron mediciones por
quintuplicado durante cinco dias consecutivos de los dos
materiales de control externo de RIQAS.® Las muestras se-
leccionadas tienen concentraciones que representan nive-
les de decision médica, para B0H: 0,3 mmol/L (nivel 1]y 2,9

Tabla lll. Veracidad clinica de NEFA y BOH para ambos niveles evaluados.

Nivel Sesgo (%) Error sistematico aceptado (%) ¢Aceptado?
NEFA
1 11,85 14,5 Si
2 11,98 14,5 Si
BOH
1 4,83 5,35 Si
2 1,92 5,35 Si

» BOH: B-hidroxibutirato; NEFA: dcidos grasos libres no esterificados
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" Figura 1. Linealidad NEFA: concentracién medida contra
concentracién asignada.
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» Ecuacidn de larecta: y=0,04933 + 1,033 x

mmol/L (nivel 2], siendo el intervalo de referencia utilizado
en nuestro laboratorio 0,03-0,3 mmol/L, y para NEFA: 0,7
mmol/L (nivel 1) y 1,6 mmol/L (nivel 2), siendo el interva-
lo de referencia utilizado en nuestro laboratorio 0,1-0,9
mmol/L. Ambos intervalos de referencia son los reportados
en la bibliografia.

Se usaron las mismas muestras para precisién y veraci-
dad utilizando los mismos resultados obtenidos en el proto-
colo de precisién para el protocolo de veracidad.

Para ninguno de los dos mensurandos, existen valores de
variabilidad biolégica como especificacién analitica, es por
eso que se seleccion6 como requisito de calidad para NEFA el
estado del arte: 29%, calculado a partir de 3 por el CV% del gru-
po interlaboratorio obtenido del reporte RIQAS del grupo que
realiza la técnica colorimétrica de punto final. Por otro lado,
para BOH, utilizamos como especificacién analitica el criterio
de aceptacién RIQAS: 10,7% (conformado por las desviacio-
nes diana de evaluacién del rendimiento de RIQAS, reportado
en los informes del control de calidad externo de RIQAS).

Se utilizé la guia CLSI EP6-A para verificar la linealidad.
Para realizar el ensayo de linealidad, se prepararon una se-
rie de diluciones a partir de una muestra de suero con con-
centracién elevada. Para NEFA, la linealidad declarada por
el fabricante es de 0,072 a 2,4 mmol/I, por lo que se eligié
una muestra de 2,4 mmol/L. Para BOH, la linealidad decla-
rada por el fabricante es de 0,0 a 8,0 mmol/L, y la muestra
seleccionada fue de 3,23 debido a que es la concentracién
mas alta con la que contamos, dado que no disponemos de
muestras de pacientes ni RIQAS ni control comercial de un

" Figura 2. Linealidad B0H: concentracién medida contra
concentracién asignada.
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» Ecuacion que mejor se adapta:

y=0,0004143 +1,145x-0,1122 x2 + 0,02084 x3

nivel semejante a 8,0 mmol/L.° Con esa muestra de méxima
concentracién y una muestra de concentracidn “cero” (so-
lucién fisioldgica), se realizaron tres diluciones (25%, 50%
y 75%) con valores intermedios equidistantes; cada punto
se valord por triplicado. Para considerar la recta estadisti-
camente lineal, tiene que darse una ecuacién de orden 1,
donde el error de no linealidad es cero. En caso de que no
sea estadisticamente lineal en el rango evaluado (ecuacion
deorden 2,3 y 4], se evalla que sea clinicamente lineal. El
error de no linealidad que se mida tiene que ser siempre me-
nor del 50% del requisito de la calidad. Si el error de no linea-
lidad es menor del 50% del requisito de la calidad, podemos
decir que el método es clinicamente lineal, a pesar de no ser
estadisticamente lineal.

Anélisis de los datos
Para realizar el procesamiento estadistico de los datos,

se utilizé una planilla de calculo de Excel® disefiada para la
verificacién de los analitos acreditados por nuestro labora-
torio por la norma IRAM IS0 15189:2023, disponible en el
sistema documental de nuestro laboratorio JBnet, donde se
evaltan outliers utilizando el método de Grubbs, precisién
intracorrida e intralaboratorio y veracidad.

1] Outliers: se obtuvieron los limites de Grubbs como: media
+/- G(critico)*SD de los 25 datos. Se verificé que todos los
valores arrojados en las corridas se encontraran dentro
delintervalo hallado. El valor G(critico) se obtiene de tabla
teniendo en cuenta el N=numero de corridas x nimero de
repeticiones. Para N=25, G(critico)=3,135.
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2] Precision: se compararon los CV% obtenidos en condicio-
nes de repetibilidad y en condiciones de precisién interme-
dia con los CV% declarados por el fabricante para precision.
Si los CV% hallados eran menores que los del fabricante,
la precision era aceptada. Los CV% propios se obtuvieron
realizando el anélisis de varianza [ANOVA), un método de
prueba de igualdad de tres 0 mas medias poblacionales,
por medio del andlisis de las varianzas muestrales.

3] Veracidad: se estimd el sesgo relativo de la media obteni-
da por nuestro laboratorio con respecto al valor asignado
alos materiales con concentracién conocida; la media ob-
tenida de los 25 resultados fue enfrentada al valor asig-
nado del material seleccionado calculando el sesgo. Las
muestras seleccionadas cuentan con una estimacién de
su valor asignado con un error aceptable. En primer lu-
gar, se evalud el sesgo estimado desde un punto de vista
estadistico. Para ello, se calcularon los limites inferior y
superior del intervalo de verificacion del valor evaluado;
si el valor de media obtenida estaba contenido dentro de
estos limites la veracidad, se consideraba aceptada. Lue-
g0, se evalud la consistencia de los datos para estudiar
el sesgo desde un punto de vista clinico considerando el
requisito de la calidad seleccionado para el procedimien-
to de medida de acuerdo con su uso previsto. Se utilizé
como criterio de aceptacion el error sistematico (es de-
cir, el 50% de los requisitos de calidad definidos]).

4] Linealidad: se utilizé el programa LINCHECKER con el que
se obtuvieron las graficas, la ecuacién de la curva y el
error de no linealidad. El estudio fue realizado cumplien-
do con las normas éticas de la institucién y de acuerdo
con recomendaciones nacionales e internacionales
(Declaracién de Helsinki). No se consideré necesaria la
aprobacién del Comité de Docencia e Investigacién, ya
que forma parte de los procesos propios de nuestro labo-
ratorio de andlisis clinicos.

Resultados
Outliers

No se hallaron outliers en ninguno de los dos niveles de
cada analito evaluado, ya que todas las repeticiones entra-
ron en los limites definidos por el test de Grubbs. Para el ni-
vel 1 de BOH, la media fue de 0,29 mmol/L, con un limite su-
perior de 0,31 mmol/L y un inferior de 0,28 mmol/L. Para el
nivel 2, la media fue de 2,92 mmol/L, con un limite superior
de 2,99 mmol/L y un inferior de 2,85 mmol/L. Para el nivel 1
de NEFA, la media fue de 0,69 mmol/L, con un limite superior
de 0,74 mmol/L y un inferior de 0,64 mmol/L. Para el nivel 2,
la media fue de 1,64 mmol/L, con un limite superiorde 1,71
mmol/L y un inferior de 1,56 mmol/L.

Precision

Los resultados de CV% obtenidos fueron menores que lo
especificado por el fabricante, por lo que se dio como acep-
tada la verificacion realizada en los pardmetros de precisién
intracorrida e intralaboratorio para ambos analitos (Tabla 1).

Veracidad

Para NEFA, el sesgo entre laboratorio y la muestra de con-
centracién conocida fueron rechazados estadisticamente
en ambos niveles, por lo que se verificé que el sesgo halla-
do no sea clinicamente significativo. Para el caso de B0H, el
sesgo fue aceptado estadisticamente y clinicamente para
los dos niveles. Se logr6 realizar la verificacién de la veraci-
dad para ambos analitos (Tabla Il y I1).

Linealidad

EnlaFigura 1, se muestranlos resultados de la linealidad
para NEFAy, en la Figura 2, para BOH. Para NEFA, obtuvimos
una linea recta (orden 1), lo que quiere decir que el método
es estadisticamente lineal. Por ende, un método estadis-
ticamente lineal siempre es clinicamente lineal, porque el
error de linealidad es cero. Por otro lado, para BOH (Figura
2] obtuvimos una recta de orden 3, por lo que no podemos
decir que es estadisticamente lineal. Sin embargo, el error
de no linealidad es de 3,54%, menor del 50% del requisito
de calidad definido: 5,35%, por lo que es clinicamente lineal.

Discusion

La implementacién de una nueva técnica en el labora-
torio requiere la realizacién de la verificacién, dado que es,
ademas, requisito de la norma IRAM IS0 15189:2023 para la
acreditacién de un laboratorio. Los ensayos de verificacién
desempefian un papel fundamental en la mejora constan-
te de la actividad realizada en el laboratorio garantizando el
cumplimiento de los estandares internacionales de calidad
y las exigencias de los organismos de acreditacién. Ademas,
contribuyen a fortalecer la confiabilidad de los informes gene-
rados por los laboratorios de analisis clinico.

La verificacién nos permitié la evaluacién global de los re-
sultados desde un punto de vista clinico ademas de estadis-
tico, dado que una ventaja del protocolo EP15-A3 respecto de
la version A2 es que considera el requisito de la calidad para
la evaluacién global de los resultados. 0

Se verificé la precisién intermedia y en condiciones de re-
petibilidad para ambos métodos de ambos analitos, ya que
los CV% obtenidos para los dos niveles de control fueron me-
nores que los CV% declarados por el fabricante.

La veracidad tanto estadistica como clinicamente para BOH
fue verificada. Si bien para NEFA la verificacién de la veracidad
no fue aceptada estadisticamente, si lo fue clinicamente.

En cuanto alalinealidad, para NEFA, verificamos estadis-
tica y clinicamente la linealidad reportada por el fabricante,
que alcanza hasta 2,4 mmol/L. Para BOH, aunque no dis-
ponemos de una muestra con una concentracion tan alta
como la declarada por el fabricante (8,0 mmol/L], pudimos
confirmar la linealidad clinicamente hasta 3,23 mmol/L.
Como proyecto de mejora, nos proponemos reevaluar la li-
nealidad hasta el nivel maximo de 8,0 mmol/L si en el futuro
disponemos de una muestra con una concentracién cerca-
na a este valor.

Tras evaluar todos los resultados obtenidos, nuestro la-
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boratorio dio por verificados ambos métodos, y los imple-
menté en el equipo automatizado de forma rutinaria.

Nuestro hospital realiza alrededor de 460 determinacio-
nes de BOH y 220 de NEFA al afio, por lo que automatizar los
métodos de ambos analitos nos permite mejorar los tiem-
pos de respuesta y atencién de los pacientes optimizando
los recursos, disminuyendo la demanda de personal, costos
y tiempo. Adem3s, al automatizar las metodologias, dismi-
nuimos el error que es inherente a la realizacién de las téc-
nicas manuales (intra e interoperador]) generando mayor
confiabilidad y exactitud en los resultados y optimizando la
etapa analitica.

La verificacion de las especificaciones de desempefio
declaradas por el fabricante para precisién y estimacién del
sesgo segln los lineamientos generales de la guia CLSI EP
15A3 dela CLSI, y la de la linealidad, segun la guia EP6-A de
ambos mensurandos representé el primer paso en la incor-
poracién de estos a la rutina asistencial del laboratorio me-
diante equipos automatizados. El siguiente paso consiste
en verificar los intervalos de referencia. Sin embargo, dada
la naturaleza pediatrica del hospital, esta verificacién pre-
senta desafios cuando se intenta realizar mediante el mé-
todo directo. Para llevar a cabo la verificacion de intervalos
de referencia utilizando el método indirecto, se requiere un
tamafio muestral mayor del que actualmente se dispone,
por lo que se continuara utilizando el rango de referencia de
bibliografia consensuado con los servicios médicos.
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