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RESUMEN

El acoplamiento de las enzimas colesterol esterasa, colesterol oxidasa y peroxidasa es uno de
los métodos mas empleados para la determinaciéon de colesterol. La formulacion de Allain y col.
y la modificaciéon de Roeschlau ha sido adaptada por Laboratorios Heiga en su reactivo Ref 450-
L para la determinacion en suero; planteando la necesidad de determinar su confiabilidad. Asi,
el objetivo de este trabajo es evaluar la exactitud y precision del mismo. Para ello, se
efectuaron 30 determinaciones consecutivas del analito en ensayos controles de dos niveles de
concentracion (CN: 193 mg/dL y CA: 247 mg/dL) y 30 ensayos de adicion (R: agregando 200
mg de colesterol al CN). La precision intralaboratorio se determind mediante los coeficientes de
variacion (CV) y la precision interlaboratorio con la Desviacion Estandar Obtenida (DEO). La
exactitud se evalué con el porcentaje de recuperacion (%6R) y el Desvio Relativo Porcentual
(DRP) de la media obtenida con respecto al valor del CN (determinado por un Laboratorio de
Referencia). Los CV oscilaron entre 0,63% y 1,13% y las DEO entre -1,70 y -0,18;
considerandose ambos satisfactorias (CV menores a 5% DEO entre — 2 y + 2). El %R fue de
104,8% y el DRP del CN de 0,89%, considerandose aceptables por encontrarse entre 95 y
105% y menor a 9%, respectivamente. Se concluye que el método evaluado presenta precision
intralaboratorio e interlaboratorio asi como exactitud para niveles normales y altos de
colesterol.
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ABSTRACT

The coupling of enzymes cholesterol esterase, cholesterol oxydase and peroxydase is the
most frequently used method to determine cholesterol. The Allain et al formulation and
Roeschlau et al modification have been adapted by Heiga Laboratories in its Ref 450-L reagent
to determine total cholesterol in serum; establishing the necessity of evaluating its reliability.
Thus, the objective of this research is to evaluate the accuracy and precision of this method. For
this, 30 consecutives determinations were carried out in control assays at two concentrations
levels (NC: 193 mg/dL and AC: 247 mg/dL) and 30 addition assays (R: adding 200mg of
cholesterol to NC). The intra-laboratory precision was determined using variation coefficients
(VC) and the inter-laboratory precision with the Obtained Standard Deviation (OSD). The
accuracy was evaluated with the recovery percentage (%R) and the percent relative deviation
(PRD) of the mean obtained in relation to the NC value (established by a Reference Laboratory).
The VC ranged from 0. 63% to 1.13% and the OSD between -1.70 and -0.18 and they were
both considered satisfactory (VC lower than 5% and OSD between -2 and +2). The %R was
104.8% and the PRD was 0.89%, being considered acceptable because the values were
between 95% and 105%, and lower than 9% respectively. It was concluded that the evaluated
method shows intra-laboratory and inter-laboratory precision as well as accuracy for normal and
high cholesterol levels.

Keywords: Precision, accuracy, reliability.

*Autor Correspondiente: Dra. Norys Rodriguez
Teléfono: 58-274-2715927
E-mail: norysr@ula.ve, giacac@ula.ve*



Rodriguez N 43

INTRODUCCION

El acoplamiento de las enzimas colesterol esterasa, colesterol oxidasa y peroxidasa ha sido
propuesto como posible método de referencia (1) y es uno de los métodos mas empleados para
la determinacién manual de colesterol (1,2). El mismo ha sido adaptado por Laboratorios Heiga
de la formulacion de Allain y col. (3) y la modificacion de Roeschlau y col. (4) en su reactivo Ref
450-L (5), planteando la necesidad de determinar su confiabilidad.

La confiabilidad de un método analitico es su capacidad para realizar analisis proporcionando
resultados adecuados, la misma incluye diversos pardmetros como exactitud, precision,
sensibilidad, especificidad, linealidad y paralelismo (6,7).

La exactitud refleja la concordancia aproximada entre el valor obtenido en una medicién y la
cantidad real existente en el material examinado. Este parametro es considerado como el mas
importante de todos ya que su correspondencia con el valor real de la medicidon no puede existir
sin la positividad de los deméas parametros mencionados. Para su determinacion se disponen de
cuatro procedimientos: prueba de la adicién o recuperacion, prueba de la mezcla, prueba de
comparacion y la utilizacion de la férmula de Murali Dhardn modificada en su aplicacién por
Gonzalez y Lorente (Desviacion Estandar Obtenida= DEO) (8), si se dispone del valor real (o de
referencia) del material de control empleado (9).

Por su parte, la precision expresa la concordancia de una serie de determinaciones entre si
con respecto a su media. Para determinarla se utilizan tres parametros estadisticos que son: la
desviacion estandar (DE), la varianza y el coeficiente de variaciéon (CV) (10). También puede
emplearse la Desviacion Estandar Obtenida, pues esta refleja la dispersion del resultado con
respecto al valor aportado por el fabricante del material de control o del laboratorio de
referencia (9).

Se conoce que los métodos enzimaticos para la determinacién de colesterol en suero han
presentado buenos resultados al probar su confiabilidad (1), por lo cual es posible que el
método de la casa comercial HEIGA presente igual comportamiento; siendo el objetivo de este
trabajo el de evaluar la precision intralaboratorio e interlaboratorio y la exactitud del referido
método.

MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo 30 determinaciones consecutivas de colesterol en sueros controles de dos
niveles de concentracion: dentro (CN) y superior (CA) al rango de referencia del analito (CN:
193 mg/dL y CA: 247 mg/dL). Estos sueros correspondian al CN que es un suero control
humano liofilizado valorado por el Laboratorio de Referencia y Estandarizacion (LARESBIC) de la
Fundacion Bioquimica Argentina, lote 348 y el CA a un suero control Hematronix
(Hematronix, INC. 524 Stone Benicia, CA 94510) liofilizado, lote 229.

Con los resultados obtenidos se calculd la media (VO) y desviacion estandar (DE) y con estos
datos se determind la precision intralaboratorio a través del coeficientes de variacion [CV = (DE
/ VO) x 100]. Mientras que la precision interlaboratorio se evalué por la férmula para Desviacion
Estandar Obtenida (DEO) de Murali Dharan (11) (modificada en su aplicacion por Gonzalez y
Lorente (DEO = VE — VO / DEE) (12), en la cual el VE correspondia al valor del suero control y
DEE a un 5% de este valor, considerandose que ésta era satisfactoria si aportaba valores entre
-2y +2.

Para la evaluacion de la exactitud se determindé el Desvio Relativo Porcentual (DRP) de
recuperacion (%R). El DRP consiste en la expresion porcentual del desvio del valor obtenido
con respecto al valor real y se determind con la expresion: DRP= [(VE-VO/VE)x 100] (13, 14).
Por su parte, el porcentaje de recuperacion se obtuvo con los resultados de 30 determinaciones
consecutivas de colesterol en ensayos de recuperacion preparados con e agregado de 200 mg
del analito (mediante un patron de 200 mg/dl) al CN (15).

Se considerd exactitud positiva si el DRP era menor o igual a 9% (13, 14) y el %R se
encontraba entre 95 y 105% (15).

El estudio se efectud en el Laboratorio de Bioquimica Clinica de la Escuela de Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes (Mérida-Venezuela), efectuando las mediciones de absorbancias en un
espectrofotometro Stasar IV marca Gilford (Ohio, USA) y la calibracién con un estandar de 200
mg/dL, provisto por el fabricante del reactivo.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados del estudio de precision; en la misma puede
apreciarse que la precision intralaboratorio fue satisfactoria al presentarse CV inferiores a 5%.
Por su parte, la precision interlaboratorio, reflejada en términos de las DEO resulté también
adecuada al presentar valores inferiores a +2 (12).
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Tabla 1. Resultados del estudio de precisidn intra e interlaboratorio

ENSAYO CN CA R
VE + DEE 193 + 9,65 247 +12,35 393 + 19,65
VO(mg/dl) 194,7 268,5 411,9
DE(+) 1,24 2,19 4,68
CV (%) 0,63 0,82 1,13
DEO -0,18 -1,70 -0,96

CN: “Control Normal”, CA: “Control Anormal”, R: Recuperacion,
VE: Valor Esperado, DEE: Desviacién Estandar Esperada,
CV: Coeficiente de Variacién, DEO: Desviacién Estandar Obtenida

En relacién a la exactitud (tabla 2), la prueba de adicién arrojé un %R satisfactorio al
encontrarse en el rango de 95 a 105% y los DRP para el CN y el ensayo de R también indicaron
la presencia de exactitud, por resultar inferiores a 9%.

Tabla 2. Resultados del estudio de exactitud

ENSAYO CN R
VE 193 393

vO(mg/dl) 194,7 411,9

DRP -0,89 -4,81

R (%) - 104,8

CN: “Control Normal”, CA: “Control Anormal”, R: Recuperacion,
VE: Valor Esperado, DRP: Desvio Relativo Porcentual,
R (%) Porcentaje de Recuperacion.

Al analizar los DEO de todas las determinaciones (figura 1), destaca el hecho de que, salvo
una determinacion en el CN, las DEO en los ensayos CN y CA fueron inferiores a O.

DEO
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-1,50 I\/\_\/\ //_/—\\_N
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Figura 1. Desviaciones estandar obtenida de los ensayos control

Se presentan los resultados diarios de Desviacion estandar obtenida (DEO) para los ensayos CN (Control
Normal) y CA (Control Anormal); puede observarse que casi el 100% de los datos son negativos,
presentandose el CN entre O y -0,5 y CA entre el valor -1y -2.

DISCUSION

Los CV inferiores a 5% obtenidos en el estudio de precision intralaboratorio indican el
cumplimiento de este requisito para las metodologias cortas y la posibilidad de obtener
resultados con poca dispersion y reproducibles con su utilizacion (14).

Los valores negativos de DEO, casi en un 100%, indican que los resultados fueron superiores
al valor esperado, posiblemente por un error sistematico positivo en la calibracion (14), ya que
el hecho se repite en los dos materiales de control empleados. Ademas, esto correlaciona con el
%R superior al 100%, indicando que las determinaciones que se efectlien con el mismo pueden
resultar ligeramente superiores al valor real; sin embargo, tal error se considera aceptable al no
exceder el limite del error maximo tolerable al considerar tanto el error sisteméatico como el
aleatorio encontrados(6).

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que el método evaluado presenta buena
precision intralaboratorio e interlaboratorio asi como exactitud para niveles normales y altos de
colesterol.

Es recomendable evaluar otros parametros de confiabilidad del método como linealidad,
sensibilidad y especificidad en los niveles de este estudio.
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