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1.- OBJETO

Describir el protocolo a seguir para validar y garantizar la exactitud de un método, y a partir de los resultados de validación, realizar las tareas de control de calidad del método (verificación y gráfico de control de medias) y la estimación de la incertidumbre de las muestras analizadas con el método.
2.- ALCANCE
Este procedimiento es aplicable a todos los métodos analíticos que requieran validación y control de calidad y que cuando se apliquen rutinariamente sea necesario expresar la incertidumbre de las muestras analizadas.
3.- REFERENCIAS

En la realización de este protocolo se han seguido los criterios de los siguientes documentos:


Manual práctico de calidad en los laboratorios. Enfoque ISO 17025. AENOR, Madrid, 2005.

http://pubs.acs.org/cgi-bin/article.cgi/ancham/2006/78/i23/pdf/ac0611216.pdf
http://www.springerlink.com/content/d54k847827t06522/fulltext.pdf
Otros documentos (no se incluyen pero formarían parte del sistema de calidad)

PNT_G_001. Manual de procedimientos cuando se obtienen datos no conformes en el sistema de calidad

PNT_G_002. Modo de archivo de datos de la validación, control e incertidumbre.

4.- CONTENIDO

4.1.- Responsabilidades

El Responsable de Calidad debe:

- Comprobar periódicamente que todas las validaciones y controles de calidad programados se han efectuado.

El Responsable del Área asume la responsabilidad de:  
- Todas las actividades necesarias para realizar la validación del método y su control de calidad; así como de la expresión conforme de la incertidumbre de las muestras analizadas.
Los Analistas:

- Serán los encargados de la realización de los ensayos rutinarios (validación y control de calidad) y de los cálculos necesarios para la obtención del resultado final del análisis de muestras (incluyendo su incertidumbre).

4.2.- Validación de la exactitud del método 
Para validar la exactitud del método se estimaran sus dos componentes (características a validar del método):

- Veracidad (ej. Error, E )

- Precisión, que puede estimarse a 3 niveles (repetibilidad, ej. RSDr, entre-ensayos, RSDrun y, combinando las anteriores, intermedia, ej. RSDi).
Cuando sea posible, se empleará un material (o disolución) de referencia certificado (MRC), conteniendo el analito en una matriz lo más similar posible a las muestras, preferiblemente muestras fortificadas con MRC (ej. fortificando una muestra del alcance con MRC), para llevar a cabo la validación. El MRC proporciona un valor de referencia y una estimación de su incertidumbre (del analito en dicho material; µMRC ± uMRC).
Cuando sea posible, se empleará el mismo protocolo que en los análisis de muestra (PNT del método) pero sustituyendo la muestra por muestras fortificada con MRC (ej. muestra de agua con baja concentración de analito fortificada con MRC), a modo de disolución de validación.

Siempre que sea posible, la validación debe llevarse a cabo a distintos niveles de concentración (nc > 1), (ej. distintas diluciones del MRC en las muestras) dentro del alcance (en cuyo caso hay que repetir el proceso de validación para cada nivel). En ese caso, se dispondrá de información sobre la relación precisión-concentración, útil p. ej. en la estimación de la incertidumbre (Sección 4.4)
4.2.1.- Limites para veracidad y precisión

Cuando se disponga de límites legales para la veracidad (ej. máximo error del método, ELIM) y precisión (ej. límites de imprecisión a nivel de repetibilidad, RSDrLIM y entre-ensayos, RSDrunLIM
 o directamente precisión intermedia,  RSDi LIM) que establezcan los requisitos para la exactitud del método, estos se consideraran prioritarios, excepto si los requisitos indicados por el cliente o internos fuesen aún más restrictivos.
Caso de disponer de RSDrLIM
 y RSDrunLIM
, el límite  RSDi IM se estimará como:

RSDLIM = (RSDrrLIM2 + RSDrunLIM2) 0.5






(1)
4.2.2.- Condiciones de precisión intermedia

Decidir cuantos factores (Nf ) van a participar en la definición del concepto serie o sesión de ensayos (en adelante ‘run’), esto es, fijar las condiciones de precisión intermedia. Dichos factores deberán coincidir con los que posteriormente se emplearán en la fase de rutina (análisis de muestras):

· Tiempo (factor por defecto); ej. distintos días. A él se le pueden sumar otros, p. ej.:

· Analistas; ej. distintos analistas en número igual o superior a los que analizaran muestras.
· Equipos; ej. los equipos operativos previstos para analizar muestras.
Por ejemplo, si un equipo no participa en el proceso de validación, este no podrá utilizarse para generar informes analíticos acreditados.
4.2.3.- Diseño experimental y Matriz de validación
Establecer el diseño experimental del proceso de validación de la exactitud. Para ello decidir el número de réplicas, Nr, y el número ‘runs’, Ns, que se han de realizar. Esto puede depender de estrategias predefinidas (Ver Tabla adjunta y secciones 4.2.4 y 4.2.5)

	Nf
	Estrategia experimental a

	1 factor
	Realizar varias (Nr’) replicas por ‘run’ durante varios (Ns
) ‘run’ (variando el factor) 

	>1 factor
	Realizar varias (Nr’) replicas por ‘run’ durante varios (Ns) ‘run’ (variando simultáneamente los distintos factores) a


a También cabe la opción de realizar un diseño experimental para cada factor, pero requiere un mayor esfuerzo experimental.
Con los resultados de validación se construirá una matriz (Tabla en EXCEL®) de tamaño XNrxNs, (matriz de validación de exactitud).
Ej. Matriz de validación X3x12

	VALIDACIÓN
	run
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	réplica
	  i  \  j   
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	 

	
	1
	407.0
	441.4
	392.0
	389.7
	410.8
	465.2
	373.4
	393.8
	436.3
	423.1
	347.6
	491.1
	 

	
	2
	440.2
	448.7
	411.0
	360.8
	407.3
	446.6
	385.8
	408.7
	428.0
	423.5
	325.3
	456.8
	 

	
	3
	401.5
	402.4
	378.7
	322.9
	417.2
	429.9
	377.5
	437.8
	449.3
	420.3
	301.3
	421.8
	 

	
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


Por simplicidad, se recomienda que los datos de X sean las concentraciones estimadas de MRC fortificado a la matriz (muestra), a comparar directamente con la concentración de referencia (añadida), aceptada como verdadera, µMRC.
4.2.4.- Pre-validación
Opcionalmente, puede llevarse a cabo una experiencia de pre-validación. Esto será conveniente cuando:

A. No existe información previa sobre la exactitud del método.
B. Se sospecha que el método presenta un error y una precisión suficientemente dentro del los límites (si se confirma experimentalmente, la pre-validación puede servir como XNrxNs definitiva, sustituyendo a la validación).
C. Se desea evaluar posible efecto matriz (cuando hayan distintos tipos de muestra) sobre la precisión, en cuyo caso puede, opcionalmente, realizarse la pre-validación con muestras (en lugar de muestras fortificadas con MRC), si bien en este caso, no se podrá evaluar la veracidad (al no disponer de valor de referencia).
La pre-validación del método se realizará empleando un diseño experimental reducido (ej. X2x12, o si se sospecha que pueden producirse datos anómalos con cierta frecuencia, X3x12). Las estimaciones obtenidas tendrán carácter provisional (excepto que se satisfagan los criterios de validación, sección 4.2.9, en cuyo caso se acepta como validación definitiva (caso 4.2.4.B).
4.2.5.- Validación
La validación del método se realizará empleando un diseño experimental consistente con las características conocidas, provisionalmente estimadas (ej. sección 4.2.4) o presumibles del método. A priori, un diseño seguro sería p. ej. X4x25, que se puede tomar como punto de partida. En función de las circunstancias concretas (previsión de datos anómalos, errores sistemáticos previstos, precisión deducida de datos históricos, etc.), Nr y Ns, independientemente, deberían ajustarse, bien al alza o bien a la baja (esto último conlleva una reducción del esfuerzo experimental, si bien aumenta el riesgo de obtener estimaciones menos fiables).
4.2.6.- Evaluación de la matriz de validación

Una vez realizadas las experiencias de validación y completada la matriz de validación se procede a la evaluación de los datos de X, p.ej.:

A. Cualitativa: Grafico de los datos vs. j  (índice de ‘run’), Gráficos de caja de los Ns vectores xj, Gráficos de mediaj ± sj , etc.

B. Normalidad: Se puede emplear el criterio gráfico Rankit, p.ej. aplicado al vector de medias (ya que Ns es elevado). NOTA: Tiene menos sentido aplicarlo a los vectores serie xj (salvo que Nr fuese elevado).
C. Anómalos: Se puede emplear el criterio z-score (valor absoluto) > 2 para detectar/eliminar datos xi,j. anómalos.
zi,j = | (xi,j - µ0)/σ0 ) |








(2)
donde zi,j son los z-scores
 (valor absoluto) para cada dato (xi,j) de X y µ0 (valor asignado), puede relacionarse con el valor de referencia y σ0 (desviación estándar) puede corresponder al valor máximo de repetibilidad (ej. requisito):

µ0 = µCRM 









(2a)
σ0 = RSDrLIM . µCRM / 100







(2b)
Por lo que:
zi,j = 100 | ( (xi,j / µMRC) – 1 )/ RSDrLIM ) |





(2c)
4.2.7.- Estimación de los estadísticos de validación
Una vez se dispone de la matriz de validación definitiva se procede al cálculo de los estadísticos de validación, en particular el error (E, en porcentaje) y precisión (RSDr, RSDrun y RSDi, en porcentaje y en forma de varianzas):
E = 100 (µ - µMRC) / µMRC







(3)
RSDr = 100 (MSr )0.5 / µ







(4a)
RSDrun = 100 ( (MSrun - MSr) / Nr )0.5 / µ





(4b)
RSDi = 100 ( (MSrun - MSr) / Nr + MSr )0.5 / µ




(4c)
sµ2 = MSrun /Nr









(5a)

sr2 = MSr









(5b)

srun2 = (MSrun - MSr)/Nr







(5c)

si2 =
srun2 + sr2








(5d)
donde µ es la gran media de X y MSr y MSrun son la medias de términos cuadráticos (‘Mean Squares’, traducido por cuadrado medio, promedio de cuadrados etc.) del ANOVA, residual (dentro de los grupos) y entre columnas (entre grupos), respectivamente.
Ej. Tabla ANOVA-1 factor correspondiente a la matriz de validación X3x12 (Sección 4.2.3) obtenida en EXCEL® [Herramientas, Análisis de datos, Análisis de varianza de un factor]. Se han resaltado los valores MSrun (entre grupos) y MSr (dentro de los grupos) a emplear en la Eqs. 4 y 5.

	ANÁLISIS DE VARIANZA
	
	
	
	
	

	Origen de las variaciones
	Suma de cuadrados
	Grados de libertad
	Promedio de los cuadrados
	F
	Probabilidad
	Valor crítico para F

	Entre grupos
	48364.98111
	11
	4396.816465
	10.19468124
	1.38609E-06
	2.216308646

	Dentro de los grupos
	10350.84792
	24
	431.2853302
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Total
	58715.82904
	35
	 
	 
	 
	 


NOTA-1: Estrictamente, el ANOVA es consistente sólo en el caso de homogeneidad de varianzas (ej. Test de Cochran). El responsable deberá valorar esta situación en caso de heterocedasticidad.
NOTA-2: Caso de que MSrun < MSr se asumirá MSrun = MSr (Ej. srun2 = RSDrun = 0)

4.2.8.- Garantía de la validación (Post-validación)
Es recomendable asegurar los estadísticos estimados en 4.2.7 (ej. E y RSDi) obteniendo los intervalos de incertidumbre asociados a dichos estadísticos (E ± U (E) y RSDi ± U (RSDi), respectivamente). Para dicha estimación puede hacerse uso de la simulación Monte Carlo.
Para ello se emplea un modelo capaz de generar datos (xij) correspondientes a una matriz de validación-simulada, XNrxNs (asumiendo una distribución normal en los datos de validación), consistentes con los estadísticos estimados E, RSDr y RSDrun experimentalmente (en la pre-validación o validación; secciones 4.2.4 - 4.2.7). El modelo es:
xij = µCRM ( 1 + E / 100 ) + fj + eij






(7)
donde fj representa el efecto ‘run’ aleatorio para el ‘run’ j (correspondiente a RSDrun) y eij  es el error aleatorio bajo condiciones de repetibilidad para la replica i del run j (correspondiente a RSDr). 
El modelo se aplica hasta completar todos los datos de X (simulada), repitiendo este proceso un número elevado de veces (ej. 104 matrices X). Cada una de estas matrices simuladas se somete al proceso (sección4.2.7), obteniendo los correspondientes vectores de estimaciones de E y RSDi (E y RSDi). La incertidumbre expandida (U; NC~95%) se estimar a partir de percentiles de dichos vectores. Para RSDi ± U(RSDi) los percentiles 2.5% y 97.5% de RSDi y para E ± U(E) los percentiles 5% y 95% de E.
Dado que la simulación Monte Carlo supone un cálculo repetitivo laborioso es recomendable programar dicho proceso (p.ej. en MATLAB®). A modo de ejemplo la Eq. 7 puede ejecutarse fácilmente empleando la rutina RANDN (o RANDOM en versiones antiguas) preprogramada en MATLAB®.

Ej. Rutina para la simulación de 10 matrices X en MATLAB®.
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NOTA: lo usual es 104 simulaciones (ej. cambiando Nmc = 1000; tardando entonces varios minutos en completarse el proceso)

4.2.9.- Criterios de aceptación
Para decidir sobre la declaración de validación de la exactitud pueden emplearse dos estrategias:

A. Gráfico de validación de exactitud: una forma simple de visualizar los resultados y decidir sobre la validación de las características veracidad y precisión intermedia. Incluye los intervalos de incertidumbre E ± U(E), en el eje-x, y RSDi ± U(RSDi), en el eje-y, junto con los límites para dichos estadísticos (ELIM y RSDiLIM). Para declarar las características validadas, los intervalos de incertidumbre no deben superar los límites.
B. Criterios de validación: Alternativamente, puede tomarse la decisión de acuerdo con los de la Tabla adjunta:

	Criterio
	Declaración:

	Máximo (|E ± U(E)|) < ELIM
	Veracidad validada 

	Máximo (|RSDi ± U(RSDi)|) < RSDiLIM
	Precisión intermedia validada


NOTA: Caso de que satisfagan los 2 requisitos, la exactitud estará validada
4.2.10.- Armonización de estadísticos

Estadísticos para tareas de control (Su) y estimación de incertidumbres (u) pueden armonizarse con los estadísticos estimados en la etapa de validación de la exactitud, siguiendo el denominado enfoque-u: 
Su = u = (srun 2 + sr 2/ Nr’ + sµ2 / Ns + uMRC2)0.5 




(8)
donde Su corresponde a la estimación de la desviación estándar del proceso bajo control (el método) y u corresponde a la estimación de la incertidumbre estándar combinada de las muestras. srun y sr corresponden a RSDrun
 y RSDr, respectivamente, y sµ2 (varianza de µ), se estima a partir del ANOVA (MSrun /Nr). Nr’ (que no Nr) hace referencia al número de réplicas en la etapa considerada (control, análisis de muestras). uMRC corresponde a la incertidumbre de la disolución MRC.
NOTA: Si la validación se ha llevado a cabo a distintos niveles de concentración (nc > 1) se dispondrán de distintos valores de Su y u , en función de las relación precisión-concentración.
4.3.- Control de calidad del método
Coincidiendo al menos con los periodos de análisis de muestras rutinarios, se realizaran tareas de control de calidad del método, preferiblemente en la misma sesión (‘run’) y de forma periódica durante los análisis de rutina.
4.3.1.- Plan de control de calidad
Se preparará un plan de control de calidad ajustado a las necesidades del ensayo, que pueden incluir, entre otras, las tareas que se plantean en la norma ISO 17025. Entre ellas, se empleara al menos:
A. Verificación del método (al menos, previa la etapa de rutina)

B. Gráficos de control; cuanto menos, el gráfico de control de medias
 armonizado.
Opcionalmente, el empleo paralelo de otros gráficos de control (ej. Rangos, Medias móviles, Sumas acumuladas o CUSUM, Medias móviles exponencialmente ponderadas o Rango Móvil), pueden servir de complemento y de indicación anticipada de posibles problemas con el método.
4.3.2.- Verificación del método

Se empleará el mismo protocolo que en los análisis de muestra (PNT del método) pero sustituyendo ésta por muestras fortificadas con MRC (ej. muestra de agua con baja concentración de analito fortificada con MRC), a modo de disolución de verificación.

Se aplicará siempre antes de comenzar una sesión (‘run’) de análisis de muestras (y al finalizar la misma si se considera oportuno), realizándose Nr’ réplicas (pudiéndose aplicar el ‘criterio del trabajo progresivo’: Nr’ puede ser bajo (ej. 2 ó 3) pero aumentarse puntualmente si es necesario). Las disoluciones de verificación se irán alternando entre ‘run’, serán al menos a dos niveles de concentración, de acuerdo con la Tabla adjunta:

	Disolución de verificación
	Nivel de concentración
	Uso

	Nivel alto
	Próximo al nivel máximo del alcance
	‘Run’ impares

	Nivel bajo
	Próximo al límite de cuantificación (si se ha estimado) o al nivel mínimo del alcance.
	‘Run’ pares


Como criterio de aceptación de la verificación del método se empleará un criterio armonizado relacionado con la incertidumbre ajustada al nivel de concentración (Ej. U, estimada para k=2 y Nr’ ) en cada caso.

Caso de no disponer de la relación precisión-concentración, p. ej. no se ha validado el nivel de concentración bajo, se empleará para dicho nivel por defecto U, estimada para k=3 y Nr’
Si la media correspondiente a la disolución de verificación está dentro de los límites µMRC ± U, (a cada nivel de concentración) se dará por verificado el método, pudiendo comenzar el análisis de rutina.
En caso contrario, no se iniciará la sesión de análisis de muestras y se activará el plan de acciones correctoras previsto en el sistema de calidad.

4.3.3.- Gráfico de control de medias armonizado
En la etapa inicial (construcción del gráfico) se fijaran la línea central (LC ) y los límites de control del gráfico, límites de acción (L. Accion) y de alerta (L. Alerta) alrededor de LC, de forma armonizada con los resultados de validación (sección 4.2.10). Los estadísticos clave (de acuerdo al enfoque-u) son:
LC = µCRM









(9)
L.Acción = µCRM ± 3 Su 







(10a)
L.Alerta = µCRM ± 2 Su 







(10b)
donde por simplicidad y un control más estricto (límites más estrechos), se puede emplear por defecto el máximo valor de replicas aplicado o incluso previsto en el ‘criterio del trabajo progresivo’ (Nr’ puede ser bajo (ej. 2 ó 3) pero aumentarse puntualmente si es necesario hasta un máximo) para el cálculo de Su en la Eq. 8.
4.3.4.- Etapa de control
Se empleará el mismo protocolo que en los análisis de muestra (PNT del método) pero sustituyendo ésta por disolución de muestras fortificadas con MRC (ej. muestra de agua con baja concentración de analito fortificada con MRC a un nivel intermedio, complementando así los niveles empleados en la verificación ), a modo de material de control.

Se fijarán los periodos de control en la sesión de análisis de muestras donde se realizaran, en principio, Nr’ réplicas del material de control. En general Nr’ puede fijarse entre 2 y Nr, pudiendo comenzar con el valor mínimo y aumentarse, puntualmente, en caso necesario (‘criterio del trabajo progresivo’).
Tras comprobar que la media estimada (a tiempo t) esta bajo control en el gráfico de control de medias armonizado, los análisis de muestras precedentes y posteriores serán aceptados como válidos.
Los periodos de trabajo se fijarán en función de las características del método (ej. velocidad de procesado de muestra). A modo orientativo, se recomienda procesar un material de control cada 10 muestras o de 2 horas de uso de equipo.

4.3.5.- Criterios de aceptación

Para decidir cuando el método esta bajo control o por el contrario esta fuera de control (respecto a L. Accion y L. Alerta ), se aplicarán al menos dos reglas (ver Tabla adjunta):

	Criterio
	Decisión

	1 media > L.Accion
	Método fuera de control

	2 medias consecutivas entre L.Accion y L.Alerta
	Método fuera de control


Caso de que se violen las reglas de control se suspenderán el análisis de muestras y se activará el plan de acciones correctoras previsto en el sistema de calidad.
4.4.- Incertidumbre de las muestras

Durante la etapa de análisis de rutina, para cada muestra analizada se debe estimar un resultado (Res), generalmente la media de Nr’ replicas (que en general puede coincidir con el empleado en 4.3.3).
A cada Res se le asignará una incertidumbre
 (U, incertidumbre expandida), estimada de forma armonizada (enfoque-u; sección 4.2.10).
4.4.1.- Estimación de la incertidumbre de las muestras

Estimado el estadístico armonizado u (Eq. 8), se calculará la incertidumbre expandida (U ), multiplicando u por el factor de cobertura k (ej. k = 2; NC ~95 %):

U = k u ~ 2 u 








(11a)
Puede ser interesante calcular también la incertidumbre expandida relativa (Ur, en porcentaje):

Ur = 100 u / µ  








(11b)
Hay que recordar que la Eq. 8 puede dar resultados distintos en función de la concentración de analito. Si se conoce la relación entre los estadísticos de precisión y la concentración, esto es, la relación precisión-concentración (ej. si nc > 1) habrá que ajustar U a cada nivel.
También hay que recordar que la Eq. 8, y por lo tanto U, depende de Nr’.
4.4.2.- Plan de trabajo en rutina

El plan de trabajo en rutina consistirá en aplicar el PNT correspondiente al ensayo, realizando Nr’ (ej. entre 2 y Nr ) réplicas de cada muestra a analizar. Cabe la posibilidad de aplicar el criterio de trabajo progresivo (p.ej. aumentar puntualmente Nr’ ) en función de los resultados que se obtengan, y si ha lugar, la proximidad de Res a los límites (ej. legales o nivel paramétrico) sobre el analito.

Dicho plan contemplará la verificación del método de como paso previo a aceptar Res de muestras (Sección 4.3.2). Dicho plan debe ser consistente con el plan de control vía gráficos de controll
 indicado en 4.3.4
4.4.3.- Informe de resultados

U se relacionará con la media de la concentración estimada de la muestra, p. ej. Res ± U (Res).

En último término, se incluirá en el informe de resultados tal como prevea el procedimiento a tal efecto del sistema de calidad.
FIN DEL DOCUMENTO.
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