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Capitulo 1. Introduccion

Octavio Gaspar Ramirez!

El Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAH-
CYT), a través del Programa Nacional Estratégico (PRONACES) Agentes
Toéxicos y Procesos Contaminantes pone a disposicion la presente guia para
aquellos laboratorios de investigacion que cuentan con ensayos y/o servicios
de interés en el area de la toxicologia y que tienen entre sus principales
propositos generar datos de alta calidad y confiables mediante el uso de
mediciones analiticas exactas, precisas y adecuadas. Para ello, la ISO/IEC-
17025:2017 (IMNC, 2018) establece los requisitos necesarios para que un
laboratorio de ensayo o de calibraciéon demuestre su competencia técnica.
Para demostrar que una organizacion dispone de un sistema de gestion de
la calidad técnicamente competente y capaz de producir resultados validos,
esta debe someterse a un proceso denominado acreditacion. En México la
Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA) y la Mexicana de Acreditacion
A.C. (MAAC) son las entidades autorizadas para la acreditacion de labo-
ratorios de ensayo.

De acuerdo con los resultados del proyecto: Diagndstico nacional de las
capacidades cientifico-analiticas y de la gestion de la calidad de laboratorios
toxicologicos (Proyecto 321080, 2023) de los laboratorios que cuentan con
ensayos toxicologicos, el 40.9 % reporta realizar solamente investigacion,
el 53.4 % realiza investigacion y ofrece servicios y el resto (5.7 %) solo
ofrece servicios. Sin embargo, solo el 11.4 % reporta tener al menos una
acreditacion bajo la ISO/EC-17025:2017 (IMNC, 2018). Estos datos sefialan

' Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C. (CIA-
TEJ). Subsede Noreste. ogramirez@ciatej.com.mx. teléfono 33 33455200
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Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

que existe un area de oportunidad importante para los laboratorios de inves-
tigacion de implementar los estandares basicos de la gestion de la calidad.

Para aquellos laboratorios de la rama de investigacion existe un alcance
de acreditacion flexible con base en las definiciones y guias indicadas en
el documento ILAC-G18:01/2024 (ILAC, 2024). Cuando a un laboratorio
se le concede un “alcance flexible”, se le permite incluir actividades adi-
cionales estipuladas en el alcance de su acreditacion sobre la base de sus
propias validaciones sin necesidad de contar con una evaluacion del orga-
nismo de acreditacion previa a la realizacion de la actividad permitida. La
posibilidad de introducir métodos nuevos, métodos modificados o métodos
desarrollados en el marco de su alcance flexible no incluye la introduccién
de nuevos principios de medicion para el ensayo no cubiertos previamente
por el alcance de la acreditacion (EMA, 2017).

Para garantizar la confiabilidad de los datos, el laboratorio debe contar
con dos aspectos indispensables: 1) la validacion del método y 2) un proceso
de gestion de aseguramiento de la calidad, que abarque un sistema de control
en las mediciones, uno de evaluacion y uno de sistema de documentacion,
que proporcionen evidencia objetiva respecto a la calidad del proceso3. Para
ello, debe contar con capital humano calificado e infraestructura adecuada
que permita realizar las mediciones de las sustancias toxicas en el agua,
aire, suelo, alimentos y muestras bioldogico-humanas y no humanas con
exactitud y precision.

Entre los principales retos en la investigacion toxicoldgica en México
se encuentran subsanar la falta de informacion toxicologica, la carencia de
capacidades analiticas y de datos generados con estandares de calidad. En
este contexto, el PRONACES Agentes Toxicos y Procesos Contaminantes
tiene entre sus principales propdsitos impulsar el fortalecimiento de las
capacidades y la confiabilidad analitica e identificar y articular estas capaci-
dades de los laboratorios que realizan estudios toxicologicos en el territorio
nacional para, de manera conjunta con los diferentes actores sociales y
gubernamentales, hacer frente a los complejos problemas socioambientales
y sanitarios que enfrentamos.
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Capitulo 1. Introduccion

El presente documento se realiza tomando como base las aportacio-
nes y experiencia del personal del Centro de Investigacion y Asistencia
en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) y del Centro de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan (CIDAM). Va
dirigido al personal cientifico y administrativo que toma decisiones en el
proceso de planeacion y operacion. Pretende mostrar un panorama general
de los principios basicos que deben regir a los laboratorios para generar
datos confiables, de calidad, precisos y exactos.

Referencias

Entidad Mexicana de Acreditacion. (2017). Manual de procedimientos.
Criterios de aplicacion de la ISO/IEC 17025:2017 para laboratorios
de investigacion. Guia. http://consultaema.mx:75/pqtinformativo/GE-
NERAL/investigacion/Carpeta_1 Procedimientos_y Politicas/MP-
FEO010 Criterios_Aplicacion 17025 Investigacion.pdf

Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion AC. (2018). NMX-
EC-17025-IMNC-2018-1SO/IEC17025:2017. Requisitos Generales
para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y Calibracion.
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/668831/NMX-EC-
17025-IMNC-2018.pdf

International Laboratory Accreditation Cooperation. (2024). ILAC-G18.04.
Guideline for the formulation of scopes of accreditation for laboratories.
file:///C:/UserssyHOME/Downloads/ILAC_G18 01 2024%20(1).pdf.

Proyecto 321080 CONAHCYT. (2023). Diagnostico nacional de las capaci-
dades cientifico-analiticas y de la gestion de la calidad de laboratorios
toxicologicos-etapa 2. Informe de resultados. Apodaca N.L.
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Capitulo 2. Gestion de la informacion
en el Laboratorio de Investigacion

Elsa Leticia Ramirez Cerda'

Resumen

La informacién que se genera en un laboratorio de investigacion puede
incluir: documentos de calidad, registros informaticos, datos almacenados
de instrumentos automatizados, bitacoras, fotografias, graficas, diagramas,
informes, normas, registros de calidad, registros técnicos documentacion de
soporte, etc. Su principal proposito es facilitar el desarrollo de los procesos
instaurados y que todos los datos correspondientes a muestras, determinacio-
nes y resultados obtenidos queden registrados de forma permanentemente
para respaldar la veracidad de un estudio o servicio, por ende, la informacioén
debe estar controlada y almacenada adecuadamente.

La implementacion de un sistema de gestion de calidad bajo estandares
reconocidos como la ISO 9001, aplicable a cualquier tipo de organizacion
con disposiciones para el control de la documentacion o la ISO/EIC 17025 de
competencia en laboratorios que realizan ensayos, permite la administracion
adecuada de la informacion en un laboratorio de investigacion.

En esta seccion se describen los procedimientos y registros técnicos
mas comunes, llevados a cabo en laboratorios que realizan investigacion y
brindan servicios externos o para proyectos propios o institucionales.

Palabras clave: Procedimiento técnico, formato, registro.

* Centro de Investigacidn y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco. Av. Normalistas No.
800 CP 44270, Guadalajara, Jalisco México. eramirez@ciatej.commx. Numero de teléfono 33 33455200

15



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

2.1. Procedimientos Técnicos

La Norma ISO 17025 plantea, dentro de los requisitos para su observancia,
el desarrollo de manuales, politicas, procedimientos, instructivos y forma-
tos que deben estar documentados, autorizados, controlados y disponibles
para el personal, que permitan, por tanto, el control de procesos, cumpli-
miento a los requisitos minimos y necesarios en laboratorios acreditados
y la capacitacion constante del personal. En la Tabla 2.1 se describen los
procedimientos requeridos en la ISO 17025 para laboratorios acreditados,
que deben ser documentados como lo indica su apartado 5.5: “El laboratorio
debe documentar sus procedimientos en la extension necesaria para asegurar
la aplicacion coherente de sus actividades y la validez de los resultados” y
ser parte del sistema de gestion de calidad establecido por el laboratorio,
como lo refiere su apartado 7.2: “El laboratorio debe usar métodos y pro-
cedimientos apropiados para todas las actividades del laboratorio”.

Para los laboratorios de investigacion no se acreditan métodos de prue-
bas o ensayos normados, se maneja como acreditable un alcance flexible,
el cual permite introducir métodos nuevos, modificados o desarrollados en
el marco de su alcance (sin que estén obligados a informar con antelacion
al organismo de acreditacion), siempre y cuando no se incorporen nuevos
principios de medicion, que no estén cubiertos en la descripcion original
del alcance.

El alcance es resultado de la combinacion de informacion (parametros
de alcance) en relacion con el ambito de la actividad (por ejemplo: prue-
bas), el producto/objeto de prueba y los métodos utilizados. Mientras que la
flexibilidad puede ser relativa al objeto/matriz/muestra (cambio de matrices
dentro de un procedimiento validado), a los parametros/componentes/analitos
(cambios con respecto a los pardmetros a medir) o al método (adopcion de
métodos que son equivalentes a los acreditados).

Se describen a continuacion algunos ejemplos de alcances, para los
cuales se han elaborado procedimientos técnicos especificos en laboratorios
de investigacion:
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Capitulo 2. Gestion de la informacién en el Laboratorio de Investigacion

» Determinacion de trazas de elementos especificos por espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

* Analisis de mezclas y compuestos simples por GC-MS

* Determinacién de compuestos organicos en matrices diversas por es-
pectroscopia UV-Visible

Los procedimientos técnicos (métodos de ensayo) pueden estar basados
en practicas de medicion publicadas por el fabricante del equipo (cuando
aplique), documentos técnicos (guias, articulos, publicaciones, etc.) o in-
formacion proporcionada por el cliente para el desarrollo de un método
de ensayo, siempre y cuando el procedimiento a implementar indique los
detalles especificos que no estén incluidos en el documento técnico, como
por ejemplo: instalaciones, equipo, preparacion, cuidado y disposicion del

elemento o sujeto a ensayo, etc.

Tabla 2.1 Documentacion técnica para laboratorios de investigacion

Etapa

Procedimientos

Registros

Pre-analitica

Transporte, recepcion, manipulacion, res-
guardo, almacenamiento, conservacion,
disposicion o devolucion de los items del
ensayo®.

Informacion de toma de muestra, preser-
vacion quimica, contenedores de mues-
treo, tiempos de conservacion, condicio-
nes de almacenamiento y recepcion en
el laboratorio.

Revision de solicitudes, ofertas y con-
tratos®.

Listado de servicios, cotizaciones, pro-
puestas, cadena de custodia, comuni-
cados con el cliente estimacién de la
capacidad instalada, etc.

Solicitud de productos y servicios sumi-
nistrados externamente*.

Recepcion de reactivos y materiales, eva-
luacion de cumplimiento del proveedor (in-
tegridad de empaque, verificacion de cer-
tificado corresponde al producto, fecha de
caducidad vigente, condiciones de envio).

Establecimiento de préacticas y politicas
para la contratacion, formacién, promo-
cion y permanencia del personal®.

Hoja de vida de cada empleado, descrip-
cion del puesto, programa de capacita-
cion, pruebas de desempefio técnico,
compromiso de confidencialidad.
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Analitica

Manipulacion, transporte, almacenamien-
to, uso y mantenimiento del equipo*.

Hojas de trabajo, bitacora de condiciones
ambientales, inventarios, programas, cer-
tificados de calibracion y verificacion de
equipos e instrumentos.

Validacion, verificacion de métodos,
estimacion de la incertidumbre de las
mediciones.

Reportes de validacion. verificacion y
estimacion de incertidumbre de los mé-
todos. Especificaciones técnicas, cali-
braciones, declaraciones de validez de
resultados.

Procedimientos técnicos (métodos de
ensayo), Aseguramiento y Control de
calidad, elaboracion de informes.

Datos de mediciones, listado de su-
pervision, cartas control, resultados de
ejercicios interlaboratorios o ensayos de
aptitud. Informes de resultados.

Post-analitica

Documentacién de trabajo no conforme
y atencién a quejas.

Informes de resultados, evaluacion de
satisfaccion de clientes, quejas, aclara-

ciones, etc.

Fuente: elaboracién propia, *Procedimientos obligatorios de la NMX-EC-17025

2.2 Registros técnicos

El sistema de registro del laboratorio debe garantizar la trazabilidad de
los datos analiticos y del personal que particip6 en cada etapa del proceso
(muestreo, recepcion, preparacion del item, realizacion del ensayo y libe-
racion del informe).

Los registros pueden ser elaborados a mano, estar impresos o en for-
mato electronico. En caso de llenar a mano, es conveniente aplicar buenas
practicas de documentacion como lo son: uso de tinta indeleble, no usar
corrector, ser legible, estar completos y no alterarse (en caso necesario
anotar fecha y firma o iniciales del personal que hizo el cambio). Se puede
hacer uso de bitacoras, cuadernos o formatos que aseguren la integridad de
la informacion (foliados, con fecha consecutiva, etc.).

El laboratorio de investigacion debe instaurar formatos adecuados, que
cuenten con una identificacion a través de un nombre, clave o codigo, con la fi-
nalidad de asegurar que cada uno de los registro generados incorporen espacios
definidos que permitan colocar la informacion minima necesaria que incluye

18
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por ejemplo: fecha de elaboracion del registro (que por lo general se localiza
en la parte superior derecha del documento), observaciones, datos, calculos
(que se registran en el momento y forman parte del cuerpo del documento),
identificacion del personal responsable de su elaboracion, asi como de quién
lo aprueba (frecuentemente se encuentran ubicados en el cierre o término del
formato), entre otros. Ademas, en caso necesario, es preciso incluir fechas de
recoleccion de datos, instrucciones, informacion relevante del consentimiento
informado, detalles del disefio, tipo de estudio, etc.

Asi mismo, en registros técnicos procedentes del aseguramiento de
calidad, es indispensable incluir datos de mediciones de muestras control,
blancos, duplicados, cartas control, ejercicios de interlaboratorios o ensayos
de aptitud productos de estudio, etc.

Los procedimientos y registros deben llevar una identificacion, la cual
puede ser a través del nombre del documento y una clave o codigo. Es pre-
ciso incluir las fechas de recoleccion de datos, cualquier instruccion que se
le hubiese dado a los participantes y como ha sido conseguido el consen-
timiento informado (si fuese relevante) y, finalmente, detallar el disefio y
tipo del estudio, etc.

La adecuada disponibilidad, preservacion y proteccion de la informacion
es imprescindible, por ello es necesario establecer: medidas técnicas (quien
archiva, en que sitio), administrativas (quien recibe, como se organiza, que
garantiza la confidencialidad y su seguridad), ambientales (humedad, tem-
peratura) y tecnologicas (digitalizacion, generacion de respaldos). De igual
manera, es indispensable definir un criterio de conservacion, tomando en
cuenta el tipo de documentacion (contable, fiscal, laboral, técnico) y la nor-
matividad aplicable que procede para la eliminacion de la informacion y/o
documentacion (destruccion fisica o eliminacion). En este sentido, la entidad
mexicana de acreditacion ha definido dentro de sus criterios de conservacion
de registros técnicos (MP-FE005-13) un periodo minimo de 4 afios.

La generacion de un procedimiento para el control de registros y de
una lista maestra que describa el nombre, cddigo, nimero de revision, re-
cuperacion (papel, electrénico), tiempo de retencion de la informacion y
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documentacion se consideran una herramienta util para para la optimizacion
del proceso.

2.3. Conclusiones

La adecuada documentacion de los procedimientos técnicos y analiticos
en el laboratorio aseguran que la aplicacion del proceso sea consistente. Es
un gran desafio documentar cada método desarrollado por el laboratorio
de investigacion; sin embargo, la generacion, aplicacion, resguardo y dis-
ponibilidad de toda la informacion necesaria, relevante y actualizada que
cumpla con la normativa es crucial para el trabajo realizado cotidianamente
en el laboratorio.

Referencias

Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion AC. (2018). NMX-
EC-17025-IMNC-2018-1SO/IEC17025:2017. Requisitos Generales
para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y Calibracion.
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/668831/NMX-EC-
17025-IMNC-2018.pdf

Instituto Mexicano de Normalizacién y Certificacion AC. (2015). NMX-
CC-9001-IMNC-2015 Sistemas de gestion de calidad. Requisitos 1SO
9001. https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/668835/NM X -
CC-9001-IMNC-2015.pdf
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Capitulo 3. Infraestructura y Recursos
del Laboratorio de Investigacion

Norma Susana Pano Farias', Elsa Leticia Ramirez Cerda’

Resumen

Las instalaciones fisicas de los laboratorios son un factor muy importante
en el proceso analitico que afecta directamente a las mediciones y como
consecuencia a los resultados. El laboratorio para su operacion optima debe
tener un ambiente apropiado para la funcionalidad del equipamiento y el
desempefio del personal.

En este capitulo se abordan caracteristicas generales de las instalaciones
y los factores a controlar. Se incluye una seccion sobre el tipo de servicios a
realizar en los equipos e instrumentos para mantener su estado y garantizar
su optima operacion y se concluye con los requerimientos para los reactivos
y materiales involucrados en mediciones analiticas.

Palabras clave: infraestructura analitica, instalaciones, equipamiento.

3.1 Instalaciones

El disefio y distribucion del laboratorio estd en funcion del tipo de trabajo a
realizar y del equipamiento a instalar (Tabla 3.1). Un area debe estar cerca
de otra cuando se realicen trabajos relacionados o progresivos, evitando

" Centro de Innovacion y Desarrollo Agroalimentario de Michoacan (CIDAM). Kilometro & an-
tigua carretera a Pdezcuaro S/N. C.P. 58341. Morelia, Michoacan de Ocampo. México. nsusanazi@
hotmail.com. 3121113591

* Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco. Av. Normalistas No.
800 CP 44270, Guadalajara, Jalisco México. eramirez@ciatej.commx. Numero de teléfono 33 33455200
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actividades incompatibles con la finalidad de prevenir la contaminacion o
interferencias. Por lo regular son espacios abiertos con mesetas centrales o
laterales y ventanales internos que permiten visualizar el trabajo. Las ven-
tanas externas se limitan para evitar la luz solar directa sobre instrumentos
y tener un mejor control de la temperatura.

El acceso a las areas técnicas debe estar restringido al personal auto-
rizado para mantener la integridad de las muestras y del proceso analitico.
Para ello puede implementarse el uso de seguros electronicos controlados
desde el exterior mediante codigo, tarjetas de barras, huella dactilar o alguna
otra caracteristica biométrica como el reconocimiento facial o mediante el
registro de ingreso en bitdcora bajo la supervision de personal. Para asegurar
su cumplimiento, asignar la responsabilidad para el alta y baja.

Cuando se haga uso de areas compartidas es conveniente establecer
lineamientos, controles y capacitar en temas como: documentacion, manejo
de equipos, uso de registros, seguridad, etc. previo al uso de las instalacio-
nes. Estudiantes y visitantes podran ingresar a secciones particulares del
laboratorio cuando cumplan los criterios predefinidos.

Segun el apartado 6.3.3 del estindar NMX-EC-17025: “el laboratorio
debe realizar el seguimiento, controlar y registrar las condiciones ambientales
de acuerdo a las especificaciones, los métodos de prueba o procedimientos
pertinentes, o cuando influyen en la validez de los resultados”, otros requi-
sitos de este apartado se muestran en la Figura 3.1.

Las fluctuaciones de la temperatura generalmente afectan algunos ins-
trumentos analiticos y existen casos donde las muestras sufren alteracion
durante el proceso de preparacion. Un control de temperatura de + 3 °C es
normal en los laboratorios; sin embargo, en los que se realizan mediciones
quimicas de alta exactitud, como la cuantificacion a fracciones de masa a
niveles de trazas, el control de temperatura es de = 1 °C (CENAM, 2007).
Una temperatura estable se obtiene mediante sistemas de aire acondicionado.

En cuanto a la humedad relativa en los laboratorios, los valores ex-
tremos no son convenientes para los equipos. La alta humedad afecta la
optica de algunos instrumentos acelerando la corrosion, mientras la baja
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humedad conduce a cargas estaticas que impactan en equipos electronicos.
Usualmente se recomiendan en la mayoria de los manuales de operacion
de los instrumentos mantener la humedad relativa en el laboratorio de 40
a 60 %. (CENAM, 2007). Es conveniente consultar el manual del equipo
instalado en el laboratorio para verificar las condiciones de temperatura y
humedad relativa recomendada para el 6ptimo funcionamiento del mismo.

Para la mayoria de los instrumentos y equipos, la instalacion eléctrica
debe contemplar tomas de corriente alterna de 115 volts con circuito de 15
amperes y tomas multiples de 20 a 30 amperes y 230 a 240 volts para ins-
trumentos de mayor consumo. Los equipos de ventilacion y los equipos de
plasma acoplado inductivamente (ICP) requieren voltajes altos, estos ultimos
generan grandes cantidades de radio frecuencia u otros ruidos eléctricos que
son trasmitidos a través de la linea de electricidad, por lo tanto, requieren
un seguimiento particular que debe ser contemplado en la calificacion de
instalacion para una operacion adecuada.

En general, en las instalaciones de los laboratorios debe considerarse
la normativa vigente del pais en el cual se encuentre ubicado. En México
debe dar cumplimiento a especificaciones de iluminacion (NOM-025-STPS),
ruido (NOM-011-STPS), manejo y almacenamiento de reactivos (NOM-
018-STPS; NMX-R-019-SCFI) y condiciones de seguridad (NOM-017-
STPS; NOM-026-STPS; NOM-030-STPS). Es conveniente disponer de dos
salidas de emergencia por mddulo e instalar sensores y alarmas apropiados
para los riesgos que pudieran generarse: incendio, calor, humo, radiacion,
biologicos, toxico, quimicos, etc.

El laboratorio puede requerir otros servicios como: agua caliente y
aire comprimido. Algunos equipos como cromatografos de gases, espec-
trofotometros o ICP requieren para su operacion gases de alta pureza como
nitrogeno, helio, argon. Los cilindros o tanques pueden ser confinados en un
area central e instalar tuberias dirigidas hacia donde se necesiten. Todos estos
servicios requieren mantenimiento planificado para su adecuada operacion.
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Tabla 3.1 Areas o secciones comunes en laboratorios de investigacion

Area

Actividades

Infraestructura minima

Recepcion de muestras y entrega
de resultados

Cuarto de pesado o Balanzas
Preparacion de muestras.

Laboratorio(s) de analisis

Atencion de clientes, elaboracion
de cotizaciones, alta y rotulacion
de muestras, elaboracion y envio
de informes de resultados.

Computadora, impresora, scan-
ner, teléfono, escritorio, balanza,
termometro.

Pesado de muestras y reactivos.

Pesado de muestras y reactivos.

Acondicionamiento, submues-
treo, preparacion (digestion y/o
extraccion de analitos), dilucion,
filtracion, etc.

Gabinetes de seguridad biologica,
bancos de trabajo limpio, campa-
nas de extraccion de gases, hor-
nos, digestores, parrillas.

Andlisis, identificacion y cuantifi-
cacion de analitos haciendo uso
de técnicas fisicas, instrumenta-
les, microbioldgicas, moleculares,
etc.

Equipamiento en funcién de las
técnicas a implementar, lineas de
corriente reguladas o supresores
de ruido en la fuente, control de
temperatura ambiental, capaci-
dad de carga del piso mas gran-
de para mayor rigidez y menos
vibracion.

Oficina(s) del personal

Gases especiales

Almacenamiento de reactivos

Realizar calculos, registrar y re-
visar resultados.

Escritorio(s), archiveros, compu-
tadora, teléfono.

Colocar gases de alta pureza 'y
estandares de calibracién para
alimentar equipo analitico que lo
requiera: cromatografos de ga-
ses, espectrometros de masas,
de flama (absorcién atémica), por
plasma, analizadores de gases,
analizadores organicos, analiza-
dores de carbono y azufre, etc.

Reguladores de presion, tuberia
para suministro de gases, suje-
tadores de cilindros, sistema de
deteccion de fugas

Guardar reactivos y materiales
NUEVOS y en uso.

Refrigerador, congelador, ana-
queles para reactivos, gabinetes
de seguridad para liquidos infla-
mables, pesticidas, sensor de
temperatura y humedad.

Fuente: elaboracion propia.
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Adecuadas para las actividades a
realizar

Control de acceso y uso de areas
que afecten las actividades

%

Prevencion de contaminacion o
influencias adversas durante el
proceso

LJdJd1 L]

Separacidn entre areas con

klnstalaciones
(T~ Jactividades incompatibles

Figura 3.1 Requisitos para las instalaciones conforme a la ISO 17025:2017
3.2 Equipamiento

Los equipos son recursos esenciales para que los laboratorios de investiga-
cion puedan realizar sus ensayos analiticos. Por lo tanto, para el control del
equipamiento se debe considerar generar un inventario de equipo. También
se debe disponer de un expediente individual con la siguiente informacion:
identificacion asignada por el laboratorio, version del software, fabricante,
modelo, nimero de serie, descripcion técnica del equipo, ubicacion, registros
de ajustes realizados después de una calibracion y/o verificacion, registro de
fallas presentadas, evidencias de mantenimientos preventivo y correctivo,
fecha de instalacion, calificacion y puesta en marcha.

Para garantizar un funcionamiento adecuado, cada equipo involucrado en
los ensayos analiticos debe tener un procedimiento o instructivo de operacion
que detalle las indicaciones de uso, mantenimiento preventivo, verificacion,
calibracion, condiciones ambientales de uso y almacenamiento y cualquier
aspecto especifico declarado por el fabricante (NMX-EC-17025-IMNC-2018).
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El mantenimiento de los equipos se enfoca en prevenir una falla que
produzca una desviacion en los resultados o una interrupcion de la realizacion
de los ensayos analiticos, por lo que es importante establecer la frecuencia del
mantenimiento preventivo. La programacion depende de su uso, que puede
establecerse en funcion de las horas de operacion o la cantidad de muestras
analizadas. También se requiere considerar las especificaciones del fabricante
para establecer los periodos de mantenimiento, asi como las acciones que
pueden efectuarse por el analista y aquellas que realizara un técnico experto,
como por ejemplo verificacion y calibracion, respectivamente.

La calibracion permite: “establecer una relacion entre los valores y sus
incertidumbres de medida asociadas obtenidas a partir de los patrones de
medida” (CEM, 2012). Lo anterior significa que al calibrar un equipo se
conocera la diferencia de los valores medidos con este equipo con respecto a
un patrén de referencia. Asi pues, se podra determinar si la diferencia obte-
nida es insignificante o si se requiere aplicar un factor de ajuste o correccion
a los datos obtenidos con el equipo para que los resultados sean confiables.
Se deben calibrar los equipos cuya medicion influya directamente en los
resultados obtenidos, por ejemplo, una balanza usada para pesar los items
de ensayo. La calibracion de equipos es periddica y se lleva a cabo por un
laboratorio de calibracion acreditado para esta actividad.

El laboratorio debe establecer un programa de calibracion de los instru-
mentos (pipetas de piston, balanzas, termometros, etc.). La finalidad de este
programa es comprobar que las mediciones realizadas en estos instrumentos
sean confiables y conocer el sesgo de la medicion “real” del instrumento con
respecto al valor nominal. Por lo tanto, para los equipos calibrados se deben
revisar los certificados o informes emitidos y decidir sobre los resultados re-
portados en funcion de los criterios de aceptacion definidos por el laboratorio.

La verificacion es una comprobacion intermedia del correcto funcio-
namiento del equipo. Este procedimiento tiene como objetivo identificar si
existe alguna desviacion de las mediciones realizadas con el instrumento,
y en caso de ser asi tomar acciones pertinentes, por ejemplo, recalibracion
y/o mantenimiento del equipo.
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La calificacion de equipo de instrumentos analiticos (CEIMA) tiene
como objetivo comprobar que las especificaciones técnicas del equipo y su
desempefio son apropiadas para el uso previsto de este (CENAM, 2004). Se
consideran los siguientes tipos de calificacion de equipos: disefio, instalacion,
operacion y desempeio. La calificacion de disefio e instalacion se realizan
al adquirir un nuevo equipo en el laboratorio o cuando se realiza la adicion
de un nuevo modulo al equipo o cambio del lugar donde esta instalado el
instrumento. Las calificaciones de operacion y desempefio se realizan de ma-
nera periddica durante la vida 1til del equipo. Para mas detalle de este tema
se puede consultar la Guia sobre la calificacion de equipo de instrumentos
analiticos, DI-2-PTC-620-RAT-001-2004 o las guias del General European
Network (https://www.edgm.eu/en/quality-management-gm -documents).

Los periodos de calibracion y verificaciones se deben de establecer en
funcion de las especificaciones del fabricante y frecuencia de uso. Para esta-
blecer los periodos de calibracion y verificacion se pueden consultar las guias
de calibracion de International Laboratory Accreditation Cooperation (ilac,
https://ilac.org/), International Organization of Legal Metrology (OIML, ht-
tps://www.oiml.org/en), y CENAM (https://www.cenam.mx/ publicaciones/).

La identificacion y fecha del ultimo servicio de mantenimiento o cali-
bracion (cuando aplique) de cada equipo debe estar visible; para lo cual se
puede colocar una etiqueta con esta informacion. Asi también, cuando se
detecta alguna falla de funcionamiento, el equipo debe ser sefialado para
evitar su uso y generar alguna desviacion en los resultados. En este caso, se
puede colocar una etiqueta visible con alguna leyenda de advertencia, por
ejemplo “Equipo Fuera de Uso” (NMX-EC-17025-IMNC-2018).

3.3 Materiales y reactivos

Todo método analitico requiere un grupo de materiales y reactivos de labora-
torio para ser ejecutado, por ejemplo, estandares de referencia, disolventes,
cristaleria, etc. Esto insumos deben cumplir con las especificaciones propias
de cada método para obtener resultados reproducibles.
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Para los laboratorios de analisis de agentes toxicos organicos o inorgani-
cos en diferentes matrices ambientales (agua, suelo, aire, tejido biologico) es
importante la cuantificacion de estos compuestos. Por lo tanto, los materiales
de referencia o estdndares utilizados deben ser de concentracion conocida
y certificada con trazabilidad a patrones internacionales, asegurando asi
la confiabilidad de los resultados obtenidos. Los materiales de referencia
pueden ser adquiridos de proveedores acreditados para la produccion de
estos estandares, que cumplen con la norma ISO 17034:2016 (NMX-EC-
17025-IMNC-2018). Los laboratorios pueden elaborar sus soluciones de
trabajo a partir de los compuestos puros, usando instrumentos y material
volumétrico calibrados, documentando y registrando este proceso.

Otros reactivos criticos utilizados deben cumplir con las especificacio-
nes que indique el método analitico para evitar desviaciones del resultado,
por ejemplo: alta pureza de disolventes, sales anhidras, 4dcidos libres de
metales, etc.

El laboratorio debe asegurar que los reactivos criticos para el método
se almacenen a las condiciones especificadas por el fabricante; asegurando
asi que no haya degradacion o contaminacion.

Los materiales de referencia usados directamente en la cuantificacion
del analito deben ser verificados al inicio y periddicamente durante su uso.
De esta manera se genera evidencia de que no hay degradacion o contami-
nacion que influyan en el resultado final.
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Capitulo 4. Validacion y verificacion
de métodos analiticos. Descripcion
general de parametros de validacion

Dra. Norma Susana Pano Farias', M.C. Maria Elena Heras Ramirez’

Resumen

Para asegurar la confiabilidad de los resultados analiticos, los métodos de
analisis deben ser validados. La validacion comprende demostrar que el
desempefio del método es adecuado para su uso previsto. En este capitulo
se definen los diferentes parametros a determinar en una validacion; asi
también, se describe como realizar la evaluacion de estos parametros.

Palabras clave: toxicologia, validacion, desempefio del método.

4.1 Introduccion

Las actividades en el laboratorio relacionadas con la verificacion y validacion
de métodos analiticos, han cobrado gran importancia debido al continuo
desarrollo y/o actualizacion de técnicas y equipos analiticos mas complejos
(con mejor tecnologia) y por el interés de los investigadores en garantizar
la calidad de sus procedimientos y fiabilidad de los resultados. Es por ello
que en esta guia se describen las definiciones de validacion, verificacion y
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31



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

los parametros recomendados para cada tipo de método, asi como algunos
ejemplos de como llevarlas a cabo en la practica.

La validacion de un método analitico es la confirmacion, a través de
evidencia objetiva, de que este método es adecuado para su uso previsto.
Por otro parte, la verificacion es la confirmacion de que un laboratorio puede
efectuar de manera correcta un método normalizado, previamente validado
(Magnusson & Ornemark, 2014).

Un método normalizado es un procedimiento publicado en alguna norma
nacional (norma NOM, NMX), internacional o por un organismo de norma-
lizacion, por ejemplo, ISO, AOAC, ASTM. Es importante mencionar que la
verificacion de un método requiere que no se efectue ninguna modificacion
en el procedimiento de referencia (Magnusson & Ornemark, 2014).

La validacion se efectua para métodos no normalizados, es decir, para
métodos desarrollados por el laboratorio, métodos normalizados modifica-
dos (cambio del protocolo, ampliacion del alcance de analitos y/o matriz) o
procedimientos basados en publicaciones cientificas (Magnusson & Orne-
mark, 2014). En la Tabla 4.1 se presentan los parametros necesarios que se
emplean en la validacion o verificacion de los métodos seglin sea el caso.
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Tabla 4.1 Parametros de validacion y verificacion por tipo de método

Tipo de método

Parametro Cuantitativo Cualitativo

Validacion Verificacion Validacion Verificacion
Selectividad v v v v
Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Intervalo de trabajo y lineal

Sensibilidad analitica

Veracidad (sesgo y recobro)

Precision (repetibilidad y precision intermedia)

ASNEYSAYAYAYAIAY
‘N EN BN RN EN RN EN
SISISIS <<=
SISISIS ] x> =<

Incertidumbre de medida®
Robustez v X v X

2 La incertidumbre de medida no es una caracteristica del desempefio de un procedimiento de medida
particular, pero si de los resultados obtenidos al usar dicho procedimiento.

Fuente: Magnusson & Omemark, 2014; NATA, 2012

Todo método analitico debe ser validado o verificado antes de ser em-
pleado para el analisis de muestras reales (items de ensayo). Como parte de
esta validacion/verificacion se debe documentar como se realiza el proceso,
generar los registros pertinentes y un informe final con los resultados de
la validacién o verificacion del método (NMX-EC-17025-IMNC-2018).

4.2 Plan de validacion de métodos

La validacion requiere de una planeacion para cumplir satisfactoriamente con
el objetivo establecido. Una recomendacion es efectuar ensayos prelimina-
res a la validacion para familiarizarse con el método analitico y realizar su
optimizacion. Es importante mencionar que tanto los ensayos preliminares
y el plan de validacion deben documentarse.

El plan de validacion debe especificar los equipos, materiales y consu-
mibles necesarios para el proceso. Los equipos usados en la validacion de
un método deben estar calificados, calibrados y/o verificados segin aplique.
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Las caracteristicas técnicas de los materiales de referencia, reactivos (sales,
disolventes o cualquier otro reactivo utilizado), consumibles y equipos
e instrumentos deben describirse en el plan. Es importante en esta etapa
calcular la cantidad necesaria de cada material durante todo el proceso de
validacion para evitar su interrupcion. En el caso de requerir la compra de
materiales, se debe considerar el tiempo de llegada de estos en el proceso
de validacion.

La estimacion del periodo de tiempo de duracion de la validacion se
debe describir en el plan, incluyendo la redaccion del informe final. El
procedimiento de evaluacion de cada parametro de validacion o desempefio
del método también se debe especificar en el plan.

En la literatura se pueden encontrar guias de validacion especificas para
algunos analitos y matrices; por ejemplo, para el analisis de plaguicidas en
alimentos se utiliza la guia Analytical Quality Control and Method Valida-
tion Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and Feed-SAN-
TE/11312/2021. A continuacion, se describen los procedimientos generales
para evaluar los parametros de desempefio del método.

4.3 Parametros de validacion del método

4.3.1 Selectividad

La selectividad es la capacidad que tiene un método para determinar a
analitos particulares en una mezcla o matriz sin interferencia de otros com-
puestos de caracteristicas similares. Para la evaluacion de selectividad se
recomienda (Magnusson & Ornemark, 2014):
 Analizar un item de ensayo (como pueden ser muestras de suelo, agua o
alimento) que contenga el analito o analitos de interés, también analizar
los materiales de referencia (estandares puros y matrices con concen-
tracion conocida del analito) usando el método a validar y otro método
independiente (por ejemplo, que tenga diferente método de extraccion
o se utilice un equipo diferente para analizar). El método es selectivo
si la cantidad medida por ambos métodos es igual.
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* Otra opcion es analizar con el mismo método a validar un item de ensayo
que contenga al analito de interés e interferencias parecidas a este. El
método sera selectivo si las interferencias no influyen en la identificacion
y cuantificacion del analito de interés.

Si se demuestra que el método no es selectivo se requiere regresar a la
etapa de optimizacion del método.

4.3.2 Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)

El Limite de deteccion (LD) es la concentracion mas baja detectada del
analito por el método a un determinado nivel de confianza. El limite de
cuantificacion (LC) es la concentracion mas baja del analito que puede ser
cuantificada por el método a un determinado nivel de confianza. A continua-
cion, se presentan algunas opciones para el calculo del LD y LC (Magnusson
& Ornemark, 2014).

Opcion 1: Se realizan 10 mediciones de matrices blanco (muestra o
item de ensayo que no contiene al analito) procesadas por el método que
se requiere validar. Los calculos a realizar son:

* Desviacion estandar sy de las mediciones, expresada en unidades de
concentracion.

+ Desviacion estandar so” de las mediciones. so” == ; n es el nimero de
réplicas realizadas al analizar muestras reales pornel método a validar.

e LD=3xs/

s LC=kpxso

El valor asignado a kg es:
* 10 cuando sy" es < 10%.

* 6 cuando s,” es > 10% pero < 17%.
* 5 cuando sy" es > 17% pero < 20%.

35



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

Opcidn 2: Analizar una serie de niveles de concentracion baja del analito
en la matriz. Para cada nivel de concentracion se recomienda realizar entre
5y 7 réplicas. Se puede usar una matriz blanco adicionada con concentra-
ciones bajas conocidas del analito y someterla al procedimiento de analisis.
Se evalua la relacion sefial/ruido (S/R) de los niveles de concentracion con
respecto al blanco de matriz. Los limites se estiman considerando la con-
centracion mas baja que cumpla con los siguientes requerimientos:

» Para LD, S/R > 3, desviacion estandar relativa < 20%.
* Para LC, S/R > 10, desviacion estandar relativa < 20%, recobro entre
70y 120%.

Los criterios de aceptacion anteriores se establecen considerando que,
en el analisis de componentes toxicos, organicos e inorganicos, en matrices
ambientales, las concentraciones analizadas estan en el rango de partes por
billon (ng/mL, ng/g) (European Commission, 2007).

4.3.3 Intervalo de trabajo, intervalo lineal y sensibilidad analitica

El intervalo de trabajo es el intervalo de concentraciones en el cual se
obtienen resultados con incertidumbre aceptable por el método que se estd
validando. El intervalo lineal corresponde al intervalo de concentraciones
donde se obtiene una respuesta instrumental proporcional a las concentra-
ciones del analito.

El extremo inferior incluye el LC y el extremo superior esta definido
por concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la
sensibilidad analitica (Magnusson & Ornemark, 2014). Para la evaluacion
de estos parametros se recomiendan las siguientes indicaciones (Magnusson
& Ornemark, 2014):

* Analizar entre 6 y 10 niveles de concentraciones del analito en matriz

adicionada. Las concentraciones de las muestras deben cubrir todo el
rango de interés. Se deben realizar entre 2 y 3 réplicas de cada nivel de
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concentracion y aplicar todo el método de analisis. Se debe incluir el LD
y LC del método. La concentracion mas alta puede ser 10 o 20% mayor a
la concentracion maxima esperada en la mayoria de las muestras reales.

+ Se registran las respuestas instrumentales obtenidas y se grafica con-
centracion (eje X) contra respuesta (eje y).

 Calcular el modelo matematico de ajuste lineal. El intervalo lineal es
aquel donde el coeficiente de correlacion r es > 0.99 y el porcentaje ab-
soluto de desviacion entre concentracion y respuesta calculadas y reales
(residuales) es menor al 20% (para analitos en rango de concentracion
de partes por billon).

* Graficar los valores de concentracion real contra concentracion calcu-
lada, calcular los pardmetros de la ecuacion de la recta. El intervalo de
trabajo es aquel donde el coeficiente de correlacion r es > 0.99, pendiente
cercana a 1 y el porcentaje absoluto de residuales es menor al 20% (para
analitos en rango de concentracion de partes por billon).

En la Figura 4.1 se presenta graficamente el concepto de intervalo lineal
y de trabajo. Se pueden observar las variables e inspeccion del grafico que
se describe en las vifietas anteriores.

a)
120
= 100
-
3
= 5o Intervale lineal ¥ ecuacidn
9 dar I rectn
= =% = 10.384x & 71307
= o0 i = 00508
=
=%
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[+
2
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b)

Intervalo de trabaje ¥
ecuaciin de la reda

—
" y=1,02Tx-0,1948

RY= 09932

Concentracion caleulada
=

gl

10 15

Conceniracton del analite en matriz

Figura 4.1. Intervalo lineal (a) y de trabajo (b)

Se calcula un % residual para cada nivel de concentracion en relacion
con su respectiva respuesta (instrumental). La formula usada es:

|{Resp Int — ((C matriz adicionada = m) + b))
U residual = | *

Resp Int 100 4.1)

La sensibilidad analitica mide la variacion de la respuesta instrumental
con relacion a la magnitud de la concentracion de un analito, es decir, el gra-
diente de la curva de respuesta. Este parametro corresponde a la pendiente de
la ecuacion de la recta del intervalo lineal (Magnusson & Ornemark, 2014).

4.3.4 Veracidad (sesgo y recobro)

La veracidad se define como la proximidad de un resultado a un valor de
referencia (CEM, 2012). Este parametro se evalua como sesgo y recobro.
El sesgo es el: “valor estimado de un error sistematico” (Centro Espafiol de
Metrologia, 2012). Por otra parte, el recobro o recuperacion es la medida
de la porcidn de analito de un material de referencia certificado (MRC)
cuantificada por el método a validar.
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Para la evaluacion del sesgo y recobro se requiere de un MRC de la
matriz; es decir, un MRC de una muestra igual o muy parecida a la muestra
del alcance del método con una concentracion conocida del analito (suelo,
agua, alimento). Los MRC de diferentes matrices se pueden adquirir comer-
cialmente con proveedores como Centro nacional de metrologia (CENAM)
en México y el National Institute of Standards and Technology (NIST) en
Estados Unidos, entre otros. En caso de que no haya un MRC de la matriz de
interés, el laboratorio puede realizar las evaluaciones usando matriz blanco
(muestra o item de ensayo que no contiene al analito) adicionada con el
analito de interés, preparada en el laboratorio (Magnusson & Ornemark,
2014). El procedimiento recomendado para evaluar el sesgo y recobro es
el siguiente (Magnusson & Ornemark, 2014):

Analizar entre 7 y 10 réplicas independientes del MCR o matriz adicio-
nada con el método a validar. De preferencia realizar andlisis a dos niveles
o tres niveles de concentracion diferentes: bajo, medio y alto del intervalo
lineal. Determinar las concentraciones de cada medicion y realizar los si-
guientes calculos:

b = &= Xyer (4.2)
b(%) = —L + 100 4.3)

Xref
R (%) = + 100 4.4)

ref

X — Xglonco! 1
Rysatriz adicionada (%0) = = x_B memrE 100 4.5)
Adicionada

Donde b es el sesgo, R (%) es el porcentaje de recobro, % es el promedio
de las concentraciones determinadas, x+¢7 es la concentracion conocida del
MRC, Zziancomarriz €S la concentracion del analito en el blanco de matriz
(debe ser muy pequefa o cero), ¥azicisnada €S la concentracion adicionada
al blanco de matriz en el laboratorio.
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El sesgo y sesgo relativo se calculan con las ecuaciones 4.2 y 4.3, res-
pectivamente. Cuando se trabaja con matriz adicionada *r¢s es igual a la
concentracion adicionada. El porcentaje de recobro usando MRC y matriz
adicionada se calculan con las ecuaciones 4.4 y 4.5, respectivamente.

El sesgo obtenido debe ser lo mas cercano a cero. Para el recobro en la
determinacion de componentes toxicos, organicos e inorganicos, en matrices
ambientales, las concentraciones analizadas estan en el rango de partes por
billon, por lo que se puede considerar aceptable entre 70 y 120% (European
Commission, 2007).

4.3.5 Precision (repetibilidad y precision intermedia)

Este pardmetro mide la dispersion de una serie de mediciones obtenidas por
el método a validar. La repetibilidad mide la dispersion de resultados ante
pequefias variaciones en las condiciones de analisis, como es la ejecucion
en un corto periodo de tiempo por el mismo analista usando los mismos
equipos y con el mismo o diferente lote de reactivos.

La precision intermedia es una medida de la dispersion de resultados
haciendo variaciones moderadas en las condiciones de analisis, como es el
cambio de analistas que ejecuten el mismo método, usando los mismos equi-
pos, en un periodo de tiempo corto y con el mismo o diferente lote de reactivos.

Una tercera medida de la precision es la reproducibilidad que mide
la dispersion de resultados ante grandes variaciones en las condiciones de
analisis, como es la ejecucion del mismo método en diferentes laboratorios.
A continuacion, se describe el proceso general de estimacion de repetibilidad
y precision intermedia (Magnusson y Ornemark, 2014).

Realizar entre 7 y 10 réplicas independientes del MCR o matriz adicionada
con el método a validar. De preferencia realizar analisis a dos niveles o tres
niveles de concentracion diferentes: bajo, medio y alto del intervalo lineal.

Para la repetibilidad realizar las réplicas con el mismo analista y equi-
po en un plazo de tiempo corto, por ejemplo, realizar los analisis en dias
consecutivos. Para la precision intermedia realizar las réplicas con diferente
analista mismo equipo en un plazo de tiempo medio, por ejemplo, realizar
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los analisis en semanas consecutivas. Si es posible, utilizar diferentes lotes
de reactivos.

Calcular para cada parametro la desviacion estandar (s) de las concen-
traciones obtenidas, desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
(DER o CV) y limite de precision (7):

Sintermediac = \,II Sji’!l:ff.?fl: y T SA:r!r:u'l'sm . (4'6)
DER = : 100

= 4.7)

r=v2s+t=s 4.8)

Donde % es la concentracion media de las réplicas, t es el valor de
Student a dos colas para n-1 grados de libertad a un 95% de confianza (n
es la cantidad de réplicas realizadas) y v2 refleja la diferencia entre dos
mediciones.

Para el analisis de compuestos toxicos en matrices alimentarias se
considera aceptable DER < 20% (European Commission, 2007). El limite
de precision indicara cual es la diferencia permitida entre las mediciones
realizadas. Se recomienda revisar criterios de aceptacion de precision espe-
cificos para cada tipo de método (segun el tipo de analitos, matriz y técnica
instrumental).

4.3.6 Robustez

La robustez mide la capacidad de un método analitico para no verse afectado
por variaciones pequeias premeditadas de las variables (factores) de andlisis
(Magnusson & Ornemark, 2014). Es importante identificar las variables que
influyen en el proceso.

Para evaluar la robustez se hacen cambios en las variables de influencia
importantes en el método y se determina el efecto en los resultados obtenidos.
Se utiliza la prueba de robustez de Youden y Steiner que se basa en un dise-
no factorial fraccional para determinar la interacciones entre las diferentes
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variables del método. La prueba consiste en seleccionar un subconjunto de
ocho combinaciones de variables, generando la siguiente matriz de la Tabla
4.2. Se realiza cada experimento (del 1 al 8) y se resuelven las ecuaciones
de la Tabla 4.3 (Karageorgou & Samanidou, 2014).

Tabla 4.2. Matriz de Youden y Steiner para la evaluacion de robustez

Variables seleccionadas Combinaciones/ niimero de experimentos
Variable Valor nominal  Modificacion 1 2 3 4 5 6 7 8
No. 1 A a A A A A a a a a
No. 2 B b B B b b B B b b
No. 3 C c C ¢ C ¢ C ¢ C ¢
No. 4 D d D D d d d d D D
No. 5 E e E e E e e E e E
No. 6 F f F f f F F f f F
No. 7 G g G ¢ g G g G G g
Resultados (concentraciones obtenidas) S t u vV wW Xx Yy z

Fuente: Karageorgou y Samanidou, 2014

Tabla 4.3. Ecuaciones para evaluar la robustez

Variable Ecuacion
No. 1 491 (A-a) = 1/4 (stt+utv) - 1/4 (wx+y+z)
No. 2 492 (B-b) = 1/4 (stt+w+x) - 1/4 (utv+y+z)
No. 3 493 (C-c) = 1/4 (stutw+y) - 1/4 (t+v+x+z)
No. 4 494 (D-d) = 1/4 (st+t+y+z) - 1/4 (u+v+w+x)
No. 5 495 (E-€) = 1/4 (stutx+z) - 1/4 (tHv+wty)
No. 6 49.6 (F-f) = 1/4 (stv+w+z) - 1/4 (t+u+x+y)
No. 7 49.7 (G-g) = 1/4 (stvtxty) - 1/4 (t+utw+z)

Fuente: Karageorgou y Samanidou, 2014

Para considerar que el método es robusto, la diferencia de cada variable
debe ser menor a 2 veces la desviacion estandar de la precision intermedia
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del método. En caso de que una variable no cumpla con este requisito, se
debe tener bajo control para que no produzca alguna desviacion en el re-
sultado obtenido por el método.

Para considerar que el método es robusto, la diferencia de cada variable
debe ser menor a 2 veces la desviacion estandar de la precision intermedia
del método. En caso de que una variable no cumpla con este requisito, se
debe tener bajo control para que no produzca alguna desviacion en el re-
sultado obtenido por el método.

Freparacien devalucion madre Tratamiente de preparacion de musira

)

Purezs de estindares

Pesaje de bos estindares Peeaje de la medra

Mhsalacsdn de ritindares
Calibraciis dol matra

Dilesitn & |smucema

Calibracibn d la probicta
Fieits e b lenmperatiza
Efectn de b tmmperaura
Medicitn d&e I alicucts

Dilueida & ln eicuota
Calsbracidn del maira
Determinadon
# e plaguiddas mm
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Efecto de ladmmperaura
Calibarmcdn de Is prebein
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Figura 4.2. Diagrama de causa-efecto de las fuentes de
incertidumbre del andlisis de plaguicidas en frutas
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De cada fuente incertidumbre se calcula su contribucion a la incertidum-
bre combinada del método. La incertidumbre combinada (u,.) del método se
calcula a partir de las aportaciones (en unidades de concentracion) de cada
fuente (u,, u,, us...) (Ecuacion 4.9).

U, = ullui +u§ +u§ (4.9)

Para asociar la incertidumbre del método a un resultado obtenido, se
calcula la incertidumbre expandida (u,). La u, indica un intervalo de valores
en donde se encuentra el valor de un resultado con un nivel de confianza
determinado. La Ecuacién 4.10 muestra el calculo de u,; generalmente el
factor de cobertura (k) que se utiliza es 2 e implica un nivel de confianza
del 95%.

u, = k * u, (4.10)

Para el estudio a detalle de este tema se recomienda consultar la guia
Eurachem/CITAC guide Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement,
2012 (Ellison & Williams, 2012).

4.4 Conclusion

El analisis toxicologico de diferentes compuestos en matrices ambientales es
importante para monitorear el riesgo de exposicion a agentes nocivos. Los
resultados obtenidos en los laboratorios de toxicologia pueden ser usados
para la toma de decisiones; por lo tanto, la confiabilidad de sus resultados
es critica. Es por esto que los laboratorios deben realizar la validacion de
sus métodos analiticos antes de usarlos para el estudio de muestras reales.

44



Capitulo 4. Validacion y verificacion de métodos analiticos

Referencias

Centro Espafiol de Metrologia. (2012). JCGM 200:2012. Vocabulario Inter-
nacional de Metrologia Conceptos fundamentales y generales, y térmi-
nos asociados (VIM) (3° edicion). Espafia. NIPO: 074-13-004-1 (Edicion
digital). https://www.cem.es/sites/default/files/vim-cem-2012web_0.pdf

Ellison, S.L.R. & Williams, A. (eds). (2012). QUAM:2012.P1. Eurachem/
CITAC guide: Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement (3
edition). EURACHEM/CITAC. www.eurachem.org/images/stories/
Guides/pdf/QUAM2012_P1.pdf

Instituto Mexicano de Normalizacion y Certificacion AC. (2018). NMX-
EC-17025-IMNC-2018-1SO/IEC17025:2017. Requisitos Generales
para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y Calibracion.
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/668831/NMX-EC-
17025-IMNC-2018.pdf

Karageorgou, E., & Samanidou, V. (2014). Youden test application in ro-
bustness assays during method validation. Journal of Chromatography
A, 1353, 131-139. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.01.050

Magnusson, B. & Ornemark, U. (eds.). (2014). Eurachem Guide: The Fit-
ness for Purpose of Analytical Methods. A Laboratory Guide to Method
Validation and Related Topics. Eurachem. https://www.eurachem.org/
images/stories/Guides/pdf/MV_guide 2nd ed EN.pdf

National Association of Testing Authorities. (2012). Thecnical note 17.
Guidelines for the validation and verification of quantitative and qua-
litative test methods. https://www.demarcheiso17025.com/document/
Guidelines%20for%20the%20validation%20and%?20verification%20
of%20quantitative%20and%20qualitative%20test%20methods.pdf

Tuija P. (coord.). (2007). Method validation and quality control procedures

for pesticide residue analysis in food and feed. SANCO. https://eurl-pes-
ticides.eu/library/docs/allcrl/AqcGuidance Sanco 2007 3131.pdf

45






Capitulo 5. Muestreo y manejo de
items de ensayo

Elisa Lopez Loeza’

Resumen

Para los laboratorios que realizan investigacion, el muestreo y manejo de
los items de ensayo son actividades clave para contar con un resultado téc-
nicamente valido. La toma de decision sobre la conformidad de un ensayo
o de un producto recae sobre la confiabilidad del mismo, y este tiene como
principio el muestreo y un subsecuente transporte, almacenaje y recepcion
en el laboratorio para el subsiguiente ensayo.

El proceso de muestreo, dependiendo del analito, de la matriz, si es
de tipo cualitativo o cuantitativo, debe basarse en métodos de muestreo
estadisticos apropiados, apegados a las normas o estandares establecidos
por organizaciones nacionales o internacionales.

La competencia del personal, el control del equipamiento y control de
registros son directrices fundamentales, que previamente se deben considerar
para un correcto muestreo y manejo de los items de ensayo, logrando con
ello que el item sea representativo de la poblacion donde haya sido extraido.
El manejo de los items de ensayo forma parte de los procesos operativos
fundamentales para garantizar la proteccion de la muestra y evitar el dete-
rioro, pérdida o contaminacion del mismo.

La norma NMX-EC-17025-IMNC:2018 refiere que el laboratorio debe
contar con un plan y método de muestreo, por lo que se recomienda que estén

" Centro de Innovacién y Desarrollo Agroalimentario de Michoacdn. Km 8 Antigua Carretera a
Pitzcuaro, Morelia Michoacdn. elopez@cidam.org. (443)3957461.
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basados en métodos de muestreo estadisticos apropiados, representativos
del poligono o area delimitada

Palabras clave: muestreo, item.
5.1 Introduccion

La validez técnica y confiabilidad de los resultados de ensayos de un labo-
ratorio de investigacion se basan en el cumplimiento de diversos procesos
operativos y de recursos. Los procesos operativos tienen requisitos funda-
mentales relacionados con el desarrollo de planes y métodos de muestreo,
manejo de los items de ensayo y el control de todos los registros técnicos
que se generan de estos procesos. Los procesos de recursos consideran la
competencia del personal y la gestion del equipamiento utilizado durante
el muestreo y los ensayos posteriores.

El muestreo y manejo de los items de ensayo son actividades clave para
contar con un resultado técnicamente valido. La toma de decision sobre la
conformidad de un ensayo o de un producto recae sobre la confiabilidad
del mismo y este tiene como principio el muestreo y la cadena de custodia
que consiste en el transporte, almacenaje y recepcion en el laboratorio para
el subsiguiente ensayo

5.2 Muestreo y manejo de items de ensayo

Parte fundamental de garantizar la validez técnica del resultado de un en-
sayo es realizar un correcto muestreo y adecuado manejo de las muestras.
La principal razén de llevar a cabo un muestreo es conseguir que el analisis
toxicologico sea representativo de lo que esta sucediendo en el sitio de in-
terés. Debido a que para la mayoria de los métodos tanto cualitativos como
cuantitativos utilizados en los laboratorios de ensayo se requieren porciones
de material muy pequeias, reviste una importancia fundamental el hecho
de que esas pequefias porciones sean representativas de la zona o poligono
de la que hayan sido extraidas.
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Los laboratorios de ensayo que consideran como parte de su alcance el
realizar muestreo de alguna sustancia, material o producto que subsecuen-
temente se utilizara para el ensayo, deben contar con planes y métodos de
muestreo que permitan que el resultado sea preciso y pueda ser utilizado
para la toma de decisiones.

Para todo el personal que realiza muestreos es necesario que el labora-
torio cuente con procedimientos y conserve registros para determinar sus
requisitos de competencia, formacion de personal, supervision tanto en
campo como en gabinete y realizar seguimiento de su competencia. Antes de
realizar la actividad, el personal debe estar lo suficientemente capacitado para
comprender el proceso y su importancia para los resultados de laboratorio.

En el plan de entrenamiento documentado del laboratorio deben estar in-
cluidos los muestreadores. Este entrenamiento puede ser impartido por mues-
treadores experimentados y puede incluir asistencia de conferencias/seminarios/
cursos, operacion de equipos para el muestreo, seminarios por internet y revision
de literatura cientifica y otros métodos de autoaprendizaje, asi como ejercicios
practicos en campo bajo la supervision del muestreador experto.

Se debe gestionar el equipamiento utilizado para llevar a cabo el mues-
treo. Otro factor muy importante que coadyuva en la garantia de los resul-
tados es el control que se tenga sobre los equipos y consumibles (equipa-
miento), actividades que incluyen el mantenimiento, calibracion, verificacion
y registro de uso de los equipos, asi como la adquisicion de materiales de
referencia certificados. Los procedimientos y manuales de operacion del
equipamiento deben estar disponibles en los sitios donde se llevara a cabo
el muestreo, de igual manera el equipo debe alcanzar la exactitud de medi-
cion e incertidumbre requeridas, incluirse en los programas de calibracion,
verificacion y mantenimiento preventivo de ser necesario. Los materiales y
consumibles deben ser los adecuados, tendientes a evitar la contaminacion,
pérdida o deterioro de las muestras. Los requisitos técnicos de los mate-
riales y consumibles pueden variar en funcion al tipo de muestra. Algunas
de las caracteristicas relevantes son el tipo de material, clase, contenido de
preservantes, tamaiio, tipo de cierre, entre otras.
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Durante las actividades de muestreo es necesario que se consideren
todos los factores a controlar por parte del personal del laboratorio. Estos
factores pueden incluir la profundidad, temperatura, la humedad, limpieza,
etc. De igual manera, se recomienda inspeccionar el lugar o espacio fisico
donde se llevara a cabo el muestreo a fin de determinar cualquier variacion
como color o textura que pudiera ser relevante registrar.

Con la finalidad de que el método y planes de muestreo sean consultados
por los analistas o responsables del muestreo designados por el laboratorio,
resulta necesario que estos documentos estén disponibles en los sitios en
los cuales se llevard acabo el muestreo.

El uso de un sistema de muestreo o plan de muestreo aprobado ayuda
también a economizar tiempo y recursos valiosos al reducir el nimero de
determinaciones innecesarias, por lo que se recomienda que estén basados
en métodos de muestreo estadisticos apropiados.

Algunos de los aspectos indispensables que debe contener el plan de
muestreo son (NMX-AA-132-SCFI, 2016):

* El objetivo.

» Lugary fecha de elaboracion.

* Caracteristicas y superficie del area de estudio.

» Los tipos de muestreo a realizar y su justificacion (exploratorio, detalle,
fondo, final comprobatorio.

* M¢étodos para la distribucion de puntos de muestreo y su justificacion
(dirigido, estratificado o zonificado, sistematico o aleatorio simple).

* Numero de puntos de muestreo y su cantidad.

* Planos georreferenciados que indiquen la superficie de estudio y ubi-
cacion de los puntos.

» Las medidas y equipo de seguridad.

» Aseguramiento de la calidad del muestreo incluyendo la cadena de
custodia.
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El muestreo debe realizarse segtn las normas que apliquen establecidas
por organizaciones regionales o internacionales, por ejemplo, si el muestreo
se realizara en cuerpos receptores de agua, considerar la NMX-AA-014-1980;
en sistemas de abastecimiento publico, la NOM-230-SSA1-2002, Agua
para uso y consumo humano, procedimientos sanitarios para el muestreo o
bien estdndares como NMX-AA-132-SCFI-2016, Muestreo de suelos para
la identificacion y la cuantificacion de metales y metaloides y manejo de
la muestra.

En casos de muestreos en cuerpos receptores de agua o sistemas de
abastecimiento publico, previo al muestreo, con ayuda de una sonda mul-
tiparamétrica, se deben realizar mediciones temperatura, oxigeno disuelto,
pH y salinidad, registrando los datos en forma inmediata (Lopez, 2022).

Inmediatamente después del muestreo, los contenedores con los items
deben cerrarse, sellarse y rotularse debidamente. Se deben tomar medidas
para mantener la integridad de la muestra, por ejemplo, utilizando un sello
de seguridad estampado o impreso con el sello departamental que permita
ver si fue adulterado. Es importante que el cliente presencie el sellado de
los contenedores y firme el rotulo.

Los items de ensayo deben ser identificados sin ambigiiedades. Para lo
anterior, el laboratorio debe contar con un sistema de identificacion confiable,
que permita asegurar que los items no se confundan fisicamente o cuando
se haga referencia a ellos en registros o en otros documentos. En caso de ser
necesario, el sistema debe permitir la subdivision y transferencia de items.

Cuando un item no cumpla con la descripcion suministrada o exista
alguna discrepancia entre el item y la documentacion, el laboratorio debe
consultar al cliente para obtener instrucciones adicionales, antes de proceder
a su analisis teniendo el cuidado de registrar el resultado de esta consulta.
Cualquier desviacion debe ser registrada e informada al cliente de forma
inmediata. En caso de que el cliente requiera que se ejecute el ensayo admi-
tiendo una desviacion de las condiciones especificadas, el laboratorio debe
incluir un descargo de responsabilidad en el informe en el que indique qué
resultados pueden ser afectados por la desviacion.
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Una vez realizado el muestreo, el laboratorio debera tener disponible
un procedimiento para el transporte, recepcion, manipulacion, proteccion,
almacenamiento, conservacion y disposicion final de los items de ensayo,
incluidas todas las disposiciones necesarias para proteger su integridad,
cuidando los intereses del laboratorio y del cliente.

Una vez llenado el formato de registro o cadena de custodia de las
muestras, el trasportista y responsables del laboratorio son los encargados
de transportar las muestras al laboratorio asegurando que no sean abiertas
ni adulteradas durante el transporte. Dependiendo de su naturaleza, algunas
veces las muestras se trasladan en bolsas de material sintético, sobres o
hieleras. A estos contenedores se recomienda integrar un adquisidor para
el registro de temperatura y humedad que genere registros durante todo el
transporte. Para muestras sensibles podria ser necesario inclusive colocar
también un sistema de monitoreo satelital, que permita revisar la ruta y
tiempo de llegada al laboratorio.

El transporte en el laboratorio es igualmente importante para evitar el
dafio y deterioro de las muestras, por lo que también se debe tener proce-
dimientos o instrucciones para el traslado en el interior de las instalaciones
que considere como se realizara el traslado interno, equipo de proteccion
personal que se debera usar para evitar la contaminacion de la muestra y
si se modificara o integrara una nueva clave de identificacion que evite la
pérdida o confusion de muestras similares.

Una persona autorizada debera recibir e inspeccionar cuidadosamente
las muestras y los documentos que le acompafian para garantizar que se trata
de las mismas muestras y que existe correspondencia con los documentos
recibidos.

Es necesario que en el laboratorio considere todos aquellos escenarios
distintos para el almacenaje de los items. En este caso, o en el que el item
requiera ser acondicionado bajo condiciones ambientales especificadas, se
debe mantener, realizar y registrar estas condiciones. Todas las medidas
tendientes a evitar el dafio o deterioro deberian realizarse y vigilarse por
parte de todos los colaboradores del laboratorio.
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Las condiciones de almacenaje mas comunes son temperatura ambiente,
temperatura de refrigeracion, temperatura de congelacion o ultracongelacion.
De ser necesario, estos equipos térmicos o espacios de resguardo (bodegas
de evidencia) deberan ser cerrados con sistemas de seguridad (candados o
contrasefias de acceso), utilizacion de videocamaras y un estricto control
del acceso a las muestras.

Una vez analizada la muestra, la utilidad que se le pueda dar al resultado
de una medicion por parte del solicitante o de alguna autoridad estara en
funcion de una adecuada interpretacion del resultado del ensayo, conside-
rando en la mayoria de los casos la incertidumbre de medida.

Para todos los métodos cuantitativos, los laboratorios de ensayos deben
estimar la incertidumbre de medicion, considerando todas las contribuciones
que son significativas, incluyendo aquellas que surgen del muestreo, utilizan-
do métodos apropiados de analisis. Esta incertidumbre de medida también
le permitira al personal autorizado emitir una declaracion de conformidad
de la muestra o del producto, por lo que resulta indispensable realizar un
analisis minucioso de las contribuciones que pudieran provenir del muestreo
e integrarlas a la estimacion de la incertidumbre del método, con la finalidad
de no sobreestimarla o subestimarla y que esto pudiera provocar un riesgo
consistente en falsa aceptacion o falso rechazo.

Para demostrar la trazabilidad de los resultados obtenidos es necesa-
rio conservar los registros de los datos del muestreo que forman parte del
ensayo que se realiza. Estos registros deben incluir cuando sea pertinente
(NMX-EC-17025-IMNC, 2018):

* Referencia al método de muestreo utilizado.

» Fecha y hora del muestreo.

* Los datos para identificar y describir la muestra (Ej numero, cantidad,
nombre, contenedor, entre otros).

* Identificacion del personal que realiza el muestreo.

 La identificacion del equipo utilizado.

» Las condiciones ambientales del transporte.

53



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

» Diagramas u otros medios equivalentes para identificar la ubicacion del
muestreo cuando sea apropiado.

» Las desviaciones, adiciones al o las exclusiones del método y del plan
de muestreo.

» Cadena de custodia de las muestras.

 Bitacoras de campo.

Es necesario llevar a cabo el control preciso de los registros generados
antes y durante el muestreo, ya que deberan ser indicados y/o incluidos en
el informe de ensayo.

5.3 Conclusiones

El muestreo tiene por objetivo lograr que el resultado del ensayo sea repre-
sentativo de la del poligono o zona donde fue extraido. Es necesario que el
laboratorio implemente estrategias de muestreo que lo lleven a mejorar sus
practicas de trabajo y a economizar tiempo y recursos valiosos al reducir
el nimero de determinaciones innecesarias. El muestreo debe realizarse
apegados a los principios establecidos en normas o estandares emitidos por
organizaciones regionales o internacionales.

En la medida que los laboratorios puedan garantizar la competencia del
personal, la confiabilidad de los equipos e insumos, contar con planes y mé-
todos de muestreo estadisticos apropiados, un adecuado embalaje, transporte,
manipulacion y recepcion de los items de ensayo con su correspondiente
control de los registros técnicos, se contribuira a la confiabilidad y utilidad
de los resultados emitidos por el laboratorio de investigacion.
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Capitulo 6. Aseguramiento de la calidad
de los resultados de laboratorios de
investigacion

Elsa Leticia Ramirez Cerda'

Resumen

La garantia de calidad es una actividad que no puede manejarse de manera
opcional si se quiere proporcionar confianza adecuada cuando se realizan
ensayos como parte de un proyecto de investigacion o se brindan servicios,
por lo tanto, debe ser planificada, supervisada y sus resultados utilizados
para tomar decisiones en beneficio del laboratorio.

“Control de calidad” y “Aseguramiento de calidad” son términos que
los laboratorios utilizan de acuerdo al contexto. De forma practica, el ase-
guramiento de calidad se refiere a todas las medidas de caracter preventivo
y sistematicas que se establecen para asegurar y regular la calidad de un
resultado, mientras que el control de calidad comprende actividades y téc-
nicas individuales relacionadas con el seguimiento y control de operaciones
particulares (CENAM, 2005). El control de calidad (CC) tiene como objetivo
detectar las deficiencias en las mediciones, mientras que el aseguramiento
de la calidad es un término de mayor alcance y cubre todos los procesos
necesarios para evitar que se produzcan.

Dentro de los factores que pueden afectar en mayor medida a la calidad
de un resultado involucran al personal que realiza las mediciones, la muestra,

* Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco. Av. Normalistas
No. 800 CP 44270, Guadalajara, Jalisco México. eramirez@ciatej.com.mx. Numero de telé¢fono 33
33455200
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los procedimientos de analisis, el estado de los equipos o instrumentos, las
instalaciones y condiciones ambientales. Los programas de capacitacion
del personal, mantenimiento y calibracion de equipos, control de calidad,
soportados por informacion documentada, son esenciales para un segui-
miento adecuado de las actividades de un laboratorio con un sistema de
calidad establecido.

Un laboratorio de investigacion que decida trabajar bajo un sistema
de aseguramiento de la calidad de sus resultados analiticos puede seguir lo
indicado en el inciso 7.7 de la norma NMX-EC-17025. En este documento
se sefialan los siguientes puntos como controles para el aseguramiento de
la validez de resultados:

a. uso de materiales de referencia o materiales de control de calidad;

b. uso de instrumentos alternativos que han sido calibrados para obtener
resultados trazables;

c. comprobaciones funcionales del equipamiento de ensayo y de medicion;

d. uso de patrones de verificacion o patrones de trabajo con graficos de
control, cuando sea aplicable;

e. comprobaciones intermedias en los equipos de medicion;

. repeticion del ensayo o calibracion utilizando los mismos métodos o

métodos diferentes;

g. reensayo o recalibracion de los items conservados;

h. correlacion de resultados para diferentes caracteristicas de un item;

1. revision de los resultados informados;

J-

k.

—

comparaciones intralaboratorio;
ensayos de muestras ciegas.

Palabras clave: aseguramiento de calidad, control de calidad.

6.1. Control de calidad interno

Después de la validacion del método y considerando su implementacion
rutinaria para analizar muestras de origen desconocido, es necesario aplicar
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controles que nos permitan confirmar que el método se mantiene dentro de
las especificaciones que se dieron en su origen y, por lo tanto, que se estd
desempefiando de acuerdo a lo esperado.

El tipo y el nimero de muestras de control de calidad, asi como su
frecuencia dependen de lo critico del analisis, de la dificultad de la prueba,
del tamano del lote de muestras, del grado de automatizacion del método
y de la experiencia obtenida del proceso de validacion. Deben indicarse en
la metodologia o en una seccion del manual de calidad o procedimiento,
incluyendo criterios de aceptacion para que estos puedan ser consultados
por el personal del laboratorio.

La norma mexicana NMX-AA-051-SCFI menciona siete elementos
para el control de calidad en los laboratorios, los cuales se complementan
con informacioén para facilitar su implementacion:

1. Certificacion de la competencia del analista: demostracion inicial y
continua de la capacidad del personal que realiza ensayos, capacitacion
técnica, supervision y evaluaciones.

2. Recuperacion de las adiciones conocidas: matriz fortificada, blanco
fortificado.

3. Andlisis de los patrones suministrados externamente y/o patrones in-
ternos preparados de forma independiente a los patrones utilizados en
la curva de calibracion.

4. Analisis de blancos: blanco de reactivo, blanco fortificado, etc.

5. Calibracion con patrones: evaluacion de la estandarizacion inicial (curva
de calibracion). Verificar el rango operacional o calibrar el instrumento
con patron de concentracion conocida que de preferencia sea trazable a
un patrén nacional o emitido por organismo de certificacion.

6. Analisis de duplicados: duplicado de matriz fortificada o muestra du-
plicada.

7. Mantenimiento de cartas de control. Existen dos tipos de cartas comunes
en los laboratorios: 1) de exactitud (medias por ejemplo de blancos de
reactivos, % de recuperacion de estandar de curva de calibracion etc.)
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y 2) de precision (rangos) construidas del promedio y desviacion estan-
dar de un nimero especificado de mediciones para réplicas o andlisis
duplicados. Se establecen limites en la carta (convencionalmente, los
“limites de aviso o advertencia” se colocan a 26 (+2s) del valor de
la media y los “limites de accion” se colocan a +36 (£3s) del valor de
la media. Una vez graficados los valores de control de calidad con los
limites asignados segun las reglas existentes, podra observarse si el
control de calidad es satisfactorio o no (Guia Eurachem, 2016).

En la Tabla 6.1 se describen algunas alternativas de control de calidad

interno que pueden ser aplicados por laboratorios de investigacion.

Tabla 6.1 Medidas de control de calidad utilizadas regularmente en ensayos fisicoquimicos
para evidenciar que el proceso se encuentra dentro de lo especificado

Elemento de control

Descripcion

Uso

Muestra duplicada

Repeticion de la misma muestra o dos
muestras tomadas al mismo tiempo,
(til para confirmar precision (inter o
intra laboratorio). Permiten verificar
la repetibilidad.

Proporcionan un medio de verificar los
cambios en la precisién en un proceso
analitico, los cuales podrian afectar el
resultado de forma adversa.

Realizar un duplicado por lote de cada
10 muestras.

Las réplicas pueden ser consecutivas
en una corrida (para verificar la repeti-
bilidad) o tomadas en forma aleatoria
(para verificar el sesgo).

Blanco de reactivos

Este control consta de agua y todos
los reactivos que normalmente estan
en contacto con una muestra durante
todo el procedimiento de analisis. Per-
mite determinar qué tanto contribuyen
los reactivos y las etapas analiticas;
monitorear posible contaminacion y
confirmar la estabilidad de la linea
base (cuando aplique).

Como minimo, incluya un blanco de
reactivo con cada lote de muestras o
en una base del 5 %, lo que sea mas
frecuente. Puede analizarse después
de un estandar de calibracion o mues-
tras altamente contaminadas para
descartar remanentes, por lo general
los resultados son sospechosos si la
respuesta del analito es mayor que el
limite de cuantificacion.

60



Capitulo 6. Aseguramiento de la calidad de los resultados de laboratorios de investigaciéon

Blanco de muestra*

Matrices que no contienen el analito
de interés, son dificiles de obtener,
pero Utiles para estimar las interferen-
cias que pudieran encontrarse durante
el analisis de las muestras.

Permite corregir valor de muestra y
eliminar cualquier contribucién a la
respuesta que no se le atribuya al
analito.

Analizar como otra muestra.

Blanco de muestra
fortificada o
adicionada*®

Permite estimar el porcentaje de recu-
peracion o efectos de la matriz.

Afadir una cantidad conocida de
analito a una muestra blanco para
aumentar su concentracion y calcular
en términos de la cantidad agregada
(asumiendo 100% de recuperacion).
Nota: puede que el analito no esté tan
fuertemente ligado a la matriz de la
muestra, por lo tanto, la recuperacion
puede estar sobreestimada.

Muestra de control de
calidad

Muestra tipica que se caracteriza por
ser estable y homogénea. Analizadas
a intervalos en una corrida analitica
indicaran el sesgo del sistema.

Incorporar en la secuencia analitica,
de preferencia de forma ciega o des-
conocida.

Material de referencia

Material o substancia en el cual uno o
mas valores de sus propiedades son
suficientemente homogéneas y bien
definidas para ser utilizadas para la
calibracién de aparatos, la evaluacion
de un método de medicion o para asig-
nar valores a los materiales. Verificar
exactitud o sesgo.

Ayudaran a asegurar la trazabilidad y
la compatibilidad con otros que reali-
zan medidas similares. Incorporar en
la secuencia analitica.

Material de referencia
certificado

Material caracterizado con valores
asignados a la concentracion del
analito y a la incertidumbre de medida
indicados en un certificado o informe.

Incorporar en la secuencia analitica
cuando se valida o confirma un méto-
do. Puede usarse para calibrar o como
material para el control de la veracidad
de la medida.

Confirmacion de
linealidad

Evaluacion del intervalo de trabajo del
instrumento para confirmar que sigue
una respuesta lineal.

Estimar coeficiente de correlacion de
curvas de calibracion.
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Verificacion de
concentracion
conocida de estandar

Se utiliza para comprobar la estabili-
dad de la linea base y para verificar
que el instrumento mantenga en forma
aceptable las condiciones iniciales de
calibracion.

Fortificar al punto medio de la curva.
Colocar a intervalos dentro de una
corrida analitica para verificar que la
respuesta del analito durante el pro-
ceso analitico es estable.

Andlisis ciego

Forma efectiva de realizar anélisis re-
petidos y proporciona una ruta para
verificar la precision.

Analizar réplicas de porciones de
prueba colocadas dentro de una co-
rrida analitica por personal supervisor

o de calidad, las cuales son de origen
desconocido para el analista.

Fuente: Elaboracion propia con informacion de CCAYAC 2019, Eurachem 2016.

Debido a la diversidad de pruebas de control de calidad y criterios espe-
cificos por técnica, no es posible definir estas en su totalidad. Sin embargo,
sobre la base de un tamafio de lote de muestra arbitrario de diez muestras,
se describen en la Tabla 6.2 algunos ejemplos de elementos de control de
calidad descritos en métodos normalizados (no recomendaciones).

Tabla 6.2 Elementos de control de calidad de métodos
normalizados para determinaciones en agua

Determinacion Control de calidad Referencia

pH en agua Duplicado de muestra.

Usar potenciémetro con electrodos que funcionen
adecuadamente para obtener una precisiéon de
+0.02 unidades de pH y exactitud de +0.05. Correr
una muestra duplicada por lote. Cuando se realicen
mediciones esporadicas estandarice con buffer co-
merciales trazables (NIST) antes de cada uso. Si
el pH de la muestra varia ampliamente estandarice
con cada muestra.

Reportar la temperatura de medicion.

Calibrar el instrumento usando un minimo de tres ASTM D5673
estandares de calibracion y un blanco de calibracion.
Verificar coeficiente de correlacion > 0.99. Analizar
un estandar de calibracion del instrumento con una
frecuencia del 10 % y al final de la corrida. Recupe-

racion del 90 al 110% del valor verdadero.

Metales en agua por
ICP-MS
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Metales en agua Elaborar curva de calibracion con un blanco y tres  NMX-AA-051-SCF
a cinco patrones. La curva debe estar dentro del
intervalo lineal de trabajo.
Para la verificacion de linea base y curva de cali-
bracion analizar un blanco entre las lecturas de las
muestras y una de las soluciones patron de la curva
cercana a la concentracion de la muestra.

Fuente: Elaboracion propia con referencias consultadas.

Es ampliamente aceptado que, para andlisis de rutina, un nivel de con-
trol de calidad interno del 5% sea considerado como razonable, es decir,
por cada 20 muestras analizadas debera existir una muestra de control. Sin
embargo, para métodos de rutina robustos, con un gran numero de muestras,
puede ser razonable un nivel menor. Para procedimientos mas complejos
no es raro un nivel del 20% y en ocasiones puede requerirse hasta un 50%
(CENAM, 2005).

La precision y estabilidad de las calibraciones se controlan estableciendo
criterios de aceptacion para lo siguiente, segin corresponda:

* Uso de equipo calibrado

* Muestra reactivo o estandar equivalente

+ Suficiente nimero de estandares para curva de calibracion

» Estandar a bajas concentraciones (menos de diez veces el limite de
deteccion)

* Blanco de reactivos utilizados para respuesta cero

* Ajuste de curva apropiado

 Estandar interno

 Estandar de control para verificar la precision y la estabilidad

» Limites de control asociados y acciones especificadas para desviaciones

En las Tablas 6.3, 6.4 y 6.5 se describen criterios de aceptacion gene-

rales para recuperacion en muestras fortificadas, repetibilidad y precision
publicados por organismos internacionales.
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Tabla 6.3 Porcentajes de recuperacion en alimentos y agua

Concentracion del Analito Intervalo
0.01% 85-110 %

0.1% 90-108%

1% 92-105%

10 % 95-102%

100% 98-101%

Fuente: AOAC. Guidelines for single laboratory Validation of chemical methods
for dietary supplements and botanicals. 2013.

Tabla 6.4 Porcentajes de recuperacion para residuos y contaminantes en alimentos y agua

Concentracion Unidades % recuperacion?
100 100% (100g/100g) 98 - 102
210 > 10% 10g/100g 98 -102
>1 > 1% (1g/100g) 97-103
(0.1 =0.1% (1mglg) 95-105
0.01 100 mg/kg 90-107

0.001 10 mg/kg 80-110
0.0001 1 mglkg 80-110
0.00001 100 pg/kg 80-110

0.000001 10 pg/kg 60— 115
0.0000001 1 uglkg 40-120

Fuente: FAO & WHO. (2023).Codex Alimentarius Commission Procedural Manual. Pag.59

Tabla 6.5 Repetibilidad y precision intermedia para residuos y
contaminantes en alimentos y agua

Concentracion del Analito Intervalo
<1 ug/kg o pg/L CV=35%
> 1 ug/kg o pgiL CV<30%

2 Para la evaluacion de la conformidad, deberta utilizarse preferentemente material de referencia

certificado.
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>10 < 100 pg/kg o pg/L CV <20%
>100 < 1000 pg/kg o pg/L CV=15%
> 1000 pg/kg o g/l CV=10%

Fuente: FAO. Guidelines for single laboratory validation of analytical methods
for trace level concentrations of organic compounds.

6.2 Control de calidad externo

Este control o evaluacion de calidad es realizado por organismos externos.
El laboratorio puede mostrar evidencia de su desempefio participando en
evaluaciones organizadas por organismos competentes en la materia como
ensayos de aptitud (EA) cuando estén disponibles y sean apropiados o me-
diante comparaciones interlaboratorio diferentes a los ensayos de aptitud
(NMX-EC-17025). Las diferencias en este tipo de ejercicios las describe
la ISO/IEC 17043:2010:

* Ensayos de aptitud, es la evaluacion del desempefio del participante fren-
te a criterios preestablecidos mediante comparaciones interlaboratorios.

» Comparacion interlaboratorios es la organizacion, realizacion y eva-
luacion de las mediciones o ensayos en los mismos o similares items
por dos o0 mas laboratorios u organismos de inspeccion de acuerdo con
condiciones predeterminadas.

Una valoracion independiente de la capacidad de medicion, mediante
la participacion en este tipo de ejercicios, da una idea de qué tan bien estd
el desempefio del laboratorio cuando se compara con sus pares y da una
mayor certeza a las empresas que contratan los servicios y que exportan
productos. Por lo tanto, es un requisito indispensable de los procesos del
aseguramiento de la calidad.

A nivel nacional e internacional se encuentran disponibles proveedores
que ofertan ensayos de aptitud para diferentes determinaciones y alcances. En
la Tabla 6.6 se describen los distribuidores de EA de México y algunos que
envian EA hacia nuestro pais. A menudo puede ser que no existan esquemas

65



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

disponibles que sean relevantes para los tipos de analisis que el laboratorio
desea verificar, especialmente si se esta trabajando aisladamente. Si bien
algunos ensayos de aptitud estan disenados para atender un método parti-
cular, eso no limita que los laboratorios de investigacion puedan evaluar los
métodos desarrollados y su capacidad para detectar los analitos de interés.

Tabla 6.6 Proveedores de ensayo de aptitud nacionales e
internacionales con alcances para laboratorios toxicoldgicos

Organizador/pais de origen

Alcance

Contacto

CENAM/México

Alimentos, agua (Plaguicidas,
Fisicoquimicos, emisiones a la
atmosfera por Fuentes Fijas.)

www.cenam.mx

SENA/México

Agua residual, residuos (metales,
fisicoquimicos)

www.sena.mx

Normalizacién y Certificacion
NYCE, S.C.

Residuos (Bifenilos policlorados)

Wwww.nyce.org.mx/ensayos-de-
aptitud/

SENASICA/México

Alimentos (residuos, metales,
pesticidas, Bifenilos policlorados)

www.gob.mx/senasica

ERA (A Waters Company)/USA

Agua residual, residuos (metales,
Prueba de Extraccion para com-
puestos Toxicos, fisicoquimicos,
hidrocarburos, etc.)

WWW.Eragc.com

Fapas-Fera/lnglaterra

Agua residual, suelos y quimica
ambienta (compuestos organicos
e inorganicos)

www.fapas.com/

LGC/Reino Unido Ambientales, toxicologia am- www.lgcstandards.com
biental
BIPEA/Francia Contaminantes, aguas, residuos www.bipea.org
(Plaguicidas, metales, etc.)
MOL LABS LTDA/Colombia Aguas, Agua residual, alimentos www.mollabs.com
(fisicoquimicos)
AOAC/USA Alimentos (pesticidas) https:/lwww.aoac.org/scienti-

fic-solutions/proficiency-testing/

Fuente: Elaboracién propia
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Los laboratorios que participan en un ensayo de aptitud reciben una
muestra identificada de manera individual, un protocolo y formatos para
la captura de resultados o el acceso a un sistema para registrar los datos
obtenidos en el analisis de la muestra, ¢l cual debe realizarse dentro del
periodo indicado para esta actividad.

En estos estudios la estabilidad para los elementos de ensayo es critica.
Es frecuente que los items viajen a otros paises y permanezcan en aduana
hasta su liberacion en condiciones diferentes a las de un laboratorio. La
homogeneidad y trazabilidad son la base para lograr resultados estadisti-
camente reproducibles; si el organizador se encuentra acreditado para esta
actividad hay mayor certeza de su competencia. A continuacion, se citan
algunas posibles causas que pueden ocasionar un desempefio No satisfactorio
en un ensayo de aptitud:

Errores analiticos

* Calibracion de equipos de medicion involucrados en la técnica analitica.

» Pureza y estabilidad de los materiales de referencia utilizados como
controles internos.

* Imprecisiones de dilucion, al momento de preparar las soluciones de
trabajo, en los métodos que requieren de estandares de comparacion
para relacionar la sefal analitica de la muestra a una concentracion.

* Problemas instrumentales (software, longitud de onda, sistema optico,
etc.).

* Eliminacion de interferencias.

» Experiencia del analista en la aplicacion del método (errores sistema-
ticos o aleatorios).

* Incertidumbre (sobreestimada o subestimada).

Errores no-analiticos

e Calculos
¢ Unidades
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* Transcripcion al formato de reporte de resultados.
* No considerar lo indicado en los protocolos del ensayo de aptitud.

Para la evaluacion del desempefio de los laboratorios participantes
se utiliza regularmente el puntaje z-score. De acuerdo con la norma ISO/
IEC 17043, este permite evaluar el sesgo reportado por el participante con
respecto al valor de referencia asignado para el item de ensayo utilizado,
considerando la desviacion estandar esperada para el ensayo de aptitud. Tam-
bién es utilizado el estadistico zeta que involucra el valor de incertidumbre
cuando el valor asignado se asocia a la incertidumbre de su estimacion. En
este caso de considera que el laboratorio con resultado de un valor [zeta] <
2 tiene un desempeiio aceptable para la medicion de ese mesurando. Si un
laboratorio obtiene resultados no satisfactorios debe investigar la(s) causa(s)
e implementar acciones para eliminar el problema y prevenir la recurrencia.

6.3. Conclusiones

El control de calidad puede tomar una gran variedad de formas, tanto den-
tro del laboratorio (interno) como entre el laboratorio y otros laboratorios
(externo). Los tipos de control de calidad que adopte el laboratorio deben
estar suficientemente soportadas para asegurar la validez de los resultados.

Al documentar implementar y mantener los requisitos para el asegu-
ramiento de la validez de los resultados, el laboratorio y su personal co-
rresponden a la confianza del cliente proporcionando resultados que han
demostrado ser “adecuados a su proposito”.
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Capitulo 7. Evaluacion de la toxicidad
en sistemas biolégicos

Claudia Alvarado Osuna'

Resumen

La evaluacion de la toxicidad por exposicidon a xenobioticos es un tema
de prioridad internacional dada la responsabilidad de los gobiernos para
identificar y regular su presencia en el ambiente con fines de proteccion a
la salud. Las evaluaciones incluyen un amplio espectro de pruebas tanto
de cuantificacion directa, pero también de andlisis en sistemas bioldgicos,
estudios de los mecanismos de toxicidad, coleccion de informacion sobre
dosis de exposicion y acumulacion y evaluacion de riesgos poblaciona-
les. Con el fin de obtener informacion 1til para la toma de decisiones y la
construccion de politicas publicas, es menester el fortalecimiento del area
académica y cientifica, pero también la generacion de espacios de didlogo
entre academia y grupos parlamentarios. Es posible apoyarse de esquemas
propuestos por organismos internacionales como la OMS, a fin de avanzar
en la construccion de mecanismos para vigilancia y monitoreo de ambientes
saludables para la poblacion.

Palabras clave: toxicologia, sistemas bioldgicos, modelo toxicologico,
xenobiotico.

1 Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C. Camino
Arenero 1227, El Bajio, Zapopan Jal. CP 45019. calvarado@ciatej.mx

71



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

7.1 Introduccion

Los xenobidticos son sustancias ajenas a los organismos e incluyen pesti-
cidas, cosméticos, compuestos quimicos industriales y contaminantes del
medio ambiente. La toxicologia estudia la exposicion de los organismos
a xenobioticos, y en su sentido mas amplio abarca desde la investigacion
basica sobre identificacion del mecanismo de accion, hasta la evaluacion e
interpretacion de pruebas para determinar el efecto daiiino de dichos com-
puestos (Holmberg et al., 1998).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que el 23% de
las muertes a nivel mundial se deben a factores ambientales modificables
como la exposicion a sustancias quimicas toxicas (Prus-Hustun et al., 2016).
La evaluacion del riesgo a la salud por exposicion a sustancias quimicas
requiere un escrupuloso trabajo de identificacion de las causas, compilacion
e integracion de informacion sobre toxicidad de compuestos, nivel de ex-
posicion y efectos adversos. La evaluacion de la toxicidad a su vez puede
llegar a ser muy controversial tanto por las extrapolaciones de resultados
provenientes de modelos in vitro y modelos animales hacia el humano, asi
como por las implicaciones éticas del uso de seres vivos para su evaluacion.
El presente capitulo enumera la gama de evaluaciones toxicologicas que se
dispone para su analisis.

Las estimaciones de los niveles de toxicidad para compuestos de expo-
sicion cronica derivan del “nivel sin efectos adversos observados” (NOAEL)
y a partir de este se han desarrollado diferentes indices de medicién como
por ejemplo: el “consumo diario aceptable” (ADI), el “consumo provisional
tolerable semanal” (PTWI) y el “consumo tolerable diario” (TDI). E1 PTWI
es un calculo derivado de la multiplicacion de la concentracion en la que se
presenta en un alimento, por la cantidad de alimento ingerido y el numero
de veces que se consume semanalmente, la cifra derivada es contrastada con
una referencia base y se expresa en porcentaje en referencia a esta (Speijers,
1999). La OMS ha publicado listados de limites para aditivos alimentarios
y compuestos de ingreso via oral que se utilizan como base para determinar
la toxicidad (WHO, 2023) y realiza constantemente actualizacion de las
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recomendaciones para armonizar los conceptos sobre toxicidad de xeno-
bidticos y su evaluacion de riesgos (OMS, 2022). La toxicologia estudia
los mecanismos celulares y fisiologicos mediante los cuales los compuestos
ejercen dafo en los organismos y como llegan esos xenobidticos al medio
ambiente, para lo cual se apoya de multiples metodologias. Inicialmente se
procura la deteccion del compuesto o sus metabolitos en alimentos, agua,
tierra, aire 0 ambiente o bien el efecto de su presencia mediante la asociacion
con los potenciales dafios, no solo agudos, sino cronicos acumulables. Esta
informacion serd posteriormente multiplicada en base a tiempo de contacto,
concentracion y mecanismos de toxicidad, a fin de establecer los riesgos y
para lo cual la toxicologia hace uso de evaluaciones bioldgicas.

7.2 Clasificacion de evaluaciones de toxicidad en modelos
biologicos

Entre la gran gama de métodos para la evaluacion de estudios de toxicidad
en medios biologicos, una clasificacion general es la siguiente:

a. Test in vitro

» Mutagenicidad en células procariotas
El fundamento es la evaluacion de la capacidad de un compuesto para oca-
sionar mutaciones en el material genético de un organismo. Para el caso del
Test de Ames, el mas empleado a nivel internacional, se emplea Salmonella
typhimurium con una mutacion, y en este caso se mide la reversion de dicha
mutacion como potencial mutagénico. También estan disponibles ensayos
utilizando E. coli como microorganismo indicador. Cuando el ensayo es
llevado apropiadamente con sus controles es un método preciso y repro-
ducible; sin embargo, se reconoce que para extrapolaciones cuantitativas
solo es apropiado para un tercio de los compuestos evaluados (Hodgson E,
1987; Barruecos et al., 1999).
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» Mutagenicidad en células eucariotas
Este tipo de evaluaciones se realiza utilizando segmentos de plantas (Trades-
cantia) o bien lineas celulares. En general ofrecen mejor informacion que la
simple cuantificacion y las evaluaciones en procariontes, ya que el efecto se
manifestara en células compartamentalizadas y con organelos; sin embargo,
su alcance tiene limitantes en la extrapolacion a organismos superiores. Las
evaluaciones en lineas son utiles para deteccion de toxicidad directa, pero
incapaces de evaluar la activacion de toxicos, porque el metabolismo de las
lineas celulares carece de las rutas enzimaticas de organismos complejos e
incluso de tejidos, debido a su diferenciacion celular (Villalobos et al., 1990).

El ensayo de micronucleos en células animales es otro muy empleado
como medida de la inestabilidad genética inducida por agentes toxicos y
existe una amplia diversidad de lineas a emplearse, como linfocitos de origen
murino y humano, células de mucosas humanas y lineas celulares de cancer
de mamiferos (Zalacain et al., 2005; Torres & Ramos 2013).

La evaluacion de dafio cromosdémico mediante mutagenicidad del gen
timidin-cinasa en células de linfoma de raton L5178Y tiene mas reciente-
mente una version para evaluar en células de linfoma humanas TK6. El
ensayo se basa en la aparicion de células con mutaciones que le confieren
capacidad de resistir y formar colonias en presencia de bromodeoxiuridina,
azaguanine o tioguanine, compuestos normalmente toxicos. Este ensayo es
de los mas extendidos internacionalmente y esta incluido en las baterias de
genotoxicidad para la toma de decisiones con propdsitos regulatorios, se
emplea para detectar una amplia gama de dafios genéticos, desde mutacio-
nes puntuales hasta alteraciones cromosoémicas (Cobb et al., 1989; Chen
etal., 2022).

b. Test in vivo:

* Estudios cromosdmicos en modelos animales
Estos estudios incluyen los realizados en mosca Drosophila y las aberracio-
nes cromosomicas en raton. Aqui se incluye organismos completos, pero las
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principales desventajas al momento de extrapolar son las enormes diferencias
entre sistemas hormonal, metabolico e inmunoldgico, asi como la diferencia
entre la naturaleza, especificidad e inducibilidad del citocromo P-450 entre
las especies (Barruecos et al., 1999; Marin et al., 2022).

* Estudios de letalidad
Evaluaciones que entran en esta clasificacion se encuentran tasa de morta-
lidad y estudios patologicos postratamientos agudos realizados en animales
vivos. La dosis letal 50 (LD50) y la concentracion letal ambiental 50 (LC50)
son consideradas pruebas de toxicidad aguda. (Barruecos et al., 1990).

*Efectos ecologicos en laboratorio
Otro tipo de estudio se lleva a cabo bajo condiciones controladas seleccio-
nando mamiferos, aves, peces ¢ invertebrados a fin de detectar los efectos
en tejidos especificos o efectos fisiologicos en laboratorio. Los modelos de
estudio son amplios y pueden emplearse animales convencionales o con
manipulacion de genes a fin de estudiar rutas metabolicas especificas y
mecanismos de accion de los xenobioticos, bajo condiciones controladas. Se
incluyen aqui evaluaciones como irritacion en 0jos, sensibilizacion dérmica,
estudios de fertilidad y estudios de teratogenicidad en animales (Gong et
al., 2005; Garban et al., 2005; Macias-Macias et al., 2020).

Las evaluaciones subcronica, cronicas de compuestos sobre la activi-
dad diversa como toxicidad, potenciacion, evaluacion del metabolismo,
toxicocinética y afectaciones a la conducta se encuentran incluidas en este
apartado (Barruecos et al., 1990).

* Exposicion ambiental in situ en vida silvestre y en humanos
Estudios realizados en los sitios de exposicion y donde se realiza la cuan-
tificacion del xenobidtico implicado tanto den mamiferos, aves, peces o
invertebrados para calcular la bioacumulacion en tejidos especificos o sus
efectos fisioldgicos. En este enfoque se realizan estimaciones sobre la acu-
mulacion y movilidad de los compuestos dentro de los ecosistemas a través

75



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

de los factores de bioconcentracion. En México se han reportado estudios
en metales pesados en peces que se encuentran en cuerpos de agua conta-
minados en los cuales se estudia de manera transversal o longitudinalmente
la bioacumulacion en diferentes 6rganos en organismos que se introducen
y se siguen dentro del ambiente (Torres et al., 2014; Alvarado et al., 2021).

Todos los estudios finalmente tienen el objetivo de comprender como
afecta la presencia de xenobidticos en el ambiente y como llega al humano.
Se han reportado estudios de exposicion directa en humanos, en los cuales
se analizan muestras de sangre, orina y cabello (Flores et al., 2012; Trasande
etal., 2021).

* El reto de la integracion de informacion
Existen numerosos factores que afectan la respuesta de un organismo frente
a un xenobiotico en concomitancia con los niveles de su presencia. Las con-
centraciones de compuestos a niveles cronico o subcronico no letales obliga
a realizar estudios integrales a dosis “bajas”. La toxicocinética estudia los
mecanismos de transformacion, inactivacion, distribucion, detoxificacion
y excrecion a nivel tejido y a nivel de 6rganos. Por tal motivo, muchos de
los estudios son llevados a cabo en diferentes tejidos como higado, rifion
y pulmoén que son los principales 6rganos depuradores de animales supe-
riores. En paralelo, muchos de los efectos no detectables a corto plazo se
manifiestan en la funcion reproductiva, en la descendencia, en la reduccion
de la respuesta inmune y en disfunciones en los comportamientos asociados
a la memoria, la defensa, la limpieza y el aprendizaje (Timbrell JA, 2009).

Los biomarcadores de exposicion son otro tipo de enfoque en el que
se analizan xenobidticos y que se utilizan para conocer el nivel de la expo-
sicion en humanos en todo tipo de ambientes incluido el laboral. A toda la
informacion deben sumarse los estudios epidemioldgicos y las relaciones
estructura quimica-actividad bioldgica que son utilizados para evaluar sujetos
o poblaciones susceptibles, la exposicion profesional y las alertas centinela
de compuestos ambientales.
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7.3 Normatividad y Vigilancia

En virtud de la enorme cantidad de compuestos quimicos que las industrias
producen y la amplia variedad de mecanismos que tienen estas para ocasionar
dafio, es responsabilidad de los gobiernos identificar y regular su presencia
en el ambiente con fines de proteccion a la salud de las poblaciones.

La informacion para construccion de legislaciones que evalten y vigi-
len las fuentes de emision de xenobidticos se encuentra construida de muy
diversas formas en cada pais. En los Estados Unidos (EE.UU.) la vigilancia
esta distribuida en cuatro agencias: el ministerio de Alimentos y Drogas
(US-FDA), la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA), la Agencia de
Higiene y Seguridad en el Trabajo (OSHA) y la Comision de Seguridad del
Consumo de Productos (CPSC). Estados Unidos da especial atencion a la
identificacion de neurotoxicidad y toxicidad en la reproduccion, dados los
antecedentes de exposiciones profesionales y ambientales a neurotoxicos
como plomo, mercurio o pesticidas.

A manera de ejemplo se muestran los cuatro niveles de exposicion a
compuestos en contacto incidental con alimentos que no son ni alimento
ni ingrediente y denominadas como sustancias en contacto con alimentos
(FCS por sus siglas en inglés) que senala la agencia Norteamericana de
Alimentos y Drogas (US-FDA). Estas sustancias pueden ser plastificantes,
aditivos, grasas de equipos y maquinaria, desinfectantes en bandas de la
linea de produccion, entre otros. Para la evaluacion de la toxicidad de FCS
debe estimarse una dosis de exposicion por persona por dia. El riesgo de
exposicion y de generacion de efectos toxicos incrementa conforme crece
la dosis de exposicion.

La FDA ha establecido cuatro niveles de exposicion a FCS y en cada
uno se solicitan diferentes estudios para verificar la toxicidad (FDA, 2022):

» Exposiciones acumulativas < 0.5 ppb o < 1.5 pg/persona/dia. Solo res-
paldo de la seguridad mediante informacion documental de la estructura
quimica del compuesto, reportes de toxicidad y potencial carcinogénico
del compuesto.

77



Aseguramiento de la calidad en los laboratorios de investigacion en toxicologia

» Exposicion acumulativa > 0.5 ppb < 50 ppb o > 1.5 pg/persona/dia <
150 pg/persona/dia. En este caso la bateria de ensayos solicitados es in
vitro: Evaluacion de genotoxicidad mediante ensayos de mutagenicidad
en bacterias, dafio cromosomico en células de mamifero o mutacién del
gen timidin-cinasa en células de linfoma de raton.

* Exposiciones acumulativas > 50 ppb y <1 ppm o > 150 pg/persona/dia
y < 1 ppm. Se requiere alguno de los ensayos de genotoxicidad in vitro
como los ya mencionados y adicionalmente evaluar in vivo aberraciones
cromosomicas en roedores.

» Exposiciones acumulativas > 1 ppm o > 3 mg/persona/dia. Realizar
una “peticion sobre analisis” de FCS (FAP por sus siglas en inglés)
directamente a la FDA para su evaluacion por expertos.

Durante los anos 2000 a 2006 fueron evaluados 383 FCS, encontrandose
que el 85% de ellos tuvieron una exposicion menor a 150 pg/persona/dia
(FDA, 2022).

En el caso de Japon, el gobierno es responsable de la identificacion
del peligro de sustancias que son conocidas, mientras que las empresas
que introducen nuevas sustancias al mercado se hacen responsables de
la identificacion del peligro de dichas sustancias. La aplicacion de la ley
queda a cargo de los ministerios de Salud y Bienestar y el de Comercio
Internacional e Industria. El ministerio de Medio Ambiente puede emitir
opiniones en algunos casos. En los parametros de ensayo para la ley de Japon
se encuentran el esquema similar al mencionado para la FDA con la adicién
de evaluaciones de biodegradacion en lodo activado, la de bioacumulacion
en carpas por ocho semanas y la administracion en dosis repetida durante
28 dias en ratas (Silbergeld EK, 1998).

En México la vigilancia sobre productos quimicos, toxicidad y dosis
de aplicacion esta distribuida en tres secretarias dependiendo del sector y
ambito de sus atribuciones. La Comision Federal para Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), organismo desconcentrado de la Secretaria de Salud, se encar-
ga de evaluar la seguridad de farmacos y plaguicidas. La Secretaria de Medio
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Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) esté a cargo de la vigilancia
de los Residuos Peligrosos, asi como de la informacion sobre toxicidad de
los plaguicidas utilizados y su impacto en el medio ambiente. Y el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, dentro de la
Secretaria de Desarrollo Rural (SADER), esta encargada de la verificacion
y opinion técnica sobre la efectividad de los insumos fitosanitarios como los
plaguicidas y los nutrientes vegetales empleados en la produccion agricola.
Aunque existen normatividades, se observan vacios en el entramado legal
y fragmentacion de funciones, lo que entorpece la actividad de vigilancia
de la toxicidad, limitandose a la revision de la informacion que remite el
productor o el importador.

Resulta un reto enorme contar con estrategias de identificacion, cuantifi-
cacion y evaluacion de toxicidad y posteriormente de riesgos de exposicion
a xenobidticos. Para este fin la OMS ha publicado un “Kit de herramientas
para la evaluacion de riesgos a peligros quimicos que afectan a la salud
humana”. De manera global se establece que el “analisis de riesgos” debe
incluir tres aspectos: 1) evaluacion de riesgo, 2) gestion del riesgo y 3)
comunicacion del riesgo (OMS, 2022).

La sola evaluacion de riesgo a su vez consta de cuatro pasos: 1) identi-
ficacion de peligros, b) descripcion de peligros, ¢) evaluacion de exposicion
y d) descripcion de riesgos. Este esquema constituye una vision panoramica
que transita desde la deteccion, medicion y evaluacion de la toxicidad de los
compuestos, los determinantes que provocan su emision al medio ambiente y
hasta los procesos de usos de sustancias, transporte, transformacion, destino,
niveles de exposicion, mecanismos de accion y hasta la cuantificacion del
riesgo (OMS, 2022). Como se observa un reto monumental que requiere
resolverse por beneficio de la salud de las poblaciones.

Es tarea de los académicos y cientificos al servicio del gobierno de-
sarrollar métodos confiables que proporcionen conocimiento para la toma
de decisiones en materia de toxicidad hacia personas, poblaciones y medio
ambiente. Evidentemente es un tema delicado que requiere una inversion
econdmica y de capital humano nada despreciable.
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7.4 Conclusiones

Es responsabilidad de los gobiernos establecer los mecanismos para el
monitoreo, identificacion y vigilancia de los xenobidticos potencialmente
toxicos para la poblacion. En virtud de la enorme cantidad de compuestos
quimicos que las industrias producen y la amplia variedad de mecanismos
que tienen estas para ocasionar dafo, resulta todo un reto dar cuamplimiento
con esta funcion.

La toma de decisiones requiere de la integracion de estudios documen-
tales sobre los compuestos y su analisis, evaluacion de su aparicion en el
medio ambiente, estimacion de los riesgos para las personas y poblaciones
y gestién y comunicacion de dichos riesgos. El area cientifica a cargo de
las evaluaciones debe estar fortalecida con conocimientos y capacidades
para garantizar su confiabilidad.

La formacion de grupos de expertos con capacidad para evaluar, in-
terpretar y extrapolar los resultados en el contexto de nuestro pais es una
apuesta que debe realizarse. El primer paso es generar redes que optimicen
la informacion existente y generen mayor conocimiento, asi como la gene-
racion de espacios para el didlogo entre académicos expertos y funcionarios
gubernamentales.
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Los Programas Nacionales Estratégicos (PRONACES) son una iniciativa
del nuevo Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias
(CONAHCYT), que tiene como proposito organizar y articular los es-
fuerzos de investigacion en torno a problematicas nacionales concretas.
Entre estos se encuentra el PRONACES Agentes Toxicos y Procesos
Contaminantes, que tiene entre sus objetivos brindar atencion inmediata
a los problemas socio-ambientales y sanitarios derivados de la exposicion
cotidiana de compuestos toxicos en asentamientos humanos. Debido a su
complejidad, el abordaje exige la articulacion de diferentes capacidades
incluyendo academia, gobierno y sociedad organizada.

Uno de los retos principales en la investigacion e incidencia es la ca-
rencia de informacion epidemio-toxicologica, la falta de capacidades anali-
ticas, pero también la necesidad de reforzar las capacidades existentes con
estandares con el fin de generar datos precisos, de calidad y utiles para la
toma de decisiones y la construccion de politicas ambientales y de salud.
Es por ello que el PRONACES Agentes Toxicos y Procesos Contaminantes
pone a disposicion la primera edicion de la presente Guia elaborada por
especialistas del area analitica que considera el estandar internacional ISO/
IEC-17025. La Guia muestra un panorama general sobre los requisitos que
deben regir a los laboratorios de ensayo y/o de investigacion para generar
resultados confiables y de alta calidad.

La confiabilidad analitica es una oportunidad de mejora para el reco-
nocimiento internacional de las competencias técnicas de los laboratorios
de investigacion en México, pero también una necesidad demandada por
gobierno y sociedad, en cumplimiento a garantizar el derecho humano a la
ciencia y el acceso a informacion confiable, en pro de la justicia ambiental.




