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1. OBJETIVO

Brindar una herramienta que permita a los laboratorios realizar una evaluacion objetiva de sus
procedimientos técnicos, como parte de la estrategia del aseguramiento analitico que deben
llevar a cabo para el fortalecimiento de la calidad en la realizacion de pruebas empleadas para
tamizaje neonatal.

2. INFORMACION SOBRE EL DISENO Y LA IMPLEMENTACION DEL PROGRAMA DE EA

En cumplimiento de lo estipulado en el Decreto 1544 de 1998 y la Resolucion 03384 de 29 de
diciembre de 2000, donde se definieron criterios frente a la obligatoriedad del tamizaje neonatal
para todos los recién nacidos vivos en el territorio nacional, el Instituto Nacional de Salud (INS)
como lider de las actividades nacionales de control de calidad, disefid un programa de
evaluacion de desempefio para laboratorios que realizan la determinacién de fenilalanina
(PHE) y galactosa total (GAO) en muestras de sangre seca, brindando una herramienta para
el aseguramiento analitico de los laboratorios de la red, y adicionalmente da alcance a las
responsabilidades asignhadas al INS como centro nacional coordinador de tamizaje neonatal
en la Ley 1980 de 2019 y en la Resolucion 207 del 2024.

Este informe se elabord siguiendo los lineamientos establecidos en las normas ISO/IEC
17043:2023, e ISO 13528:2022 y los documentos del Sistema Integrado de Gestién (SIG) del
INS que aplican para este caso.

De los 138 laboratorios habilitados para participar en el PEEDDTZN, se recibio reporte de 18
laboratorios (13,04 %) para fenilalanina 'y 17 laboratorios (12,32 %) para galactosa total.

El diseiio del PEEDDTZN se fundamenta en un enfoque robusto y riguroso que garantiza la
consistencia y precision en la evaluacion del desempefio de los laboratorios participantes. Se
establecio un disefio que incluye la aplicacion de la prueba de Cochran para detectar la
varianza intralaboratorios (repetibilidad) y se aplico la prueba de Hampel para identificar
posibles valores atipicos extremos dentro de los resultados reportados por cada participante.
Ademas, se evaluaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos utilizando
pruebas como Shapiro-Wilk para la normalidad y la prueba de Levene para comprobar si las
varianzas entre los grupos fueron homogéneas (homocedasticidad).

Para evaluar la equivalencia técnica de los métodos de ensayo utilizados por los participantes
se realizo el histograma y la curva de densidad Kernel con los datos no considerados como
equivocaciones obvias (identificados previamente como valores atipicos) y luego se empleé el
andlisis de varianza - ANOVA para determinar posibles agrupaciones de métodos o
procedimientos de ensayo que presentan varianzas distintas, en cuyo caso, a través de
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pruebas estadisticas de comparaciones multiples (pruebas Post-Hoc) como la prueba de
Tukey, se evalué la presencia de grupos de datos distintos.

Para la estimacion del valor asignado por consenso se emplearon los procedimientos robustos
descritos en la ISO 13528:2022, seleccionados en funcion del nimero efectivo de resultados
validos por concentracién. Cuando el nimero de participantes fue suficiente para garantizar la
convergencia del estimador (n = 15), se aplico el Algoritmo A, el cual permite obtener un valor
asignado y una desviacion estandar robusta mediante un proceso iterativo de ponderacion. En
las concentraciones con menor numero de participantes, se utilizé el estimador basado en la
desviacion absoluta de la mediana (MADe), apropiado para conjuntos de datos pequefios y
menos sensibles a valores extremos. En ambos casos, el procedimiento robusto permitié
calcular de manera consistente el valor asignado y la incertidumbre asociada al mismo.

La implementacion del PEEDDTZN se llevd a cabo a través de un proceso estructurado y
transparente, siguiendo las directrices establecidas por las normas internacionales ISO/IEC
17043:2023 e ISO 13528:2022. Los participantes utilizaron los métodos analiticos empleados
en sus laboratorios y recibieron los items de ensayo, los que fueron sometidos a rigurosos
controles de calidad. Los resultados fueron reportados y evaluados conforme a los criterios
predefinidos, utilizando z prima, como indicador de desempefio. Para el método Ensayo
enzimatico—Zentech (colorimetria) aplicado a la determinacién de PHE, el nimero de
laboratorios fue inferior al minimo requerido por la ISO 13528:2022 para realizar estimaciones
robustas del valor asignado y de la desviacidén estandar de aptitud. Por contar con menos de
cinco participantes en este subgrupo, no fue posible calcular un valor asignado representativo
ni realizar la evaluacién de desempefio para esta metodologia. Se garantizaron los tiempos
establecidos para el cargue y revision de resultados a través de la plataforma PEEDs, a cada
participante se le proporciono retroalimentacion individual mediante el informe consolidado del
PEEDDTZN, en el cual se incluyen su puntaje zZ', la interpretacion del desempefio y
recomendaciones técnicas basadas en el andlisis estadistico. Esta retroalimentacién permite
a los laboratorios identificar oportunidades de mejora y verificar la validez de sus
procedimientos analiticos. Ademas, estan implementados mecanismos para la resolucién de
guejas y apelaciones, asegurando la transparencia y la mejora continua del proceso.

3. NOMBRE Y DATOS DE CONTACTO

Instituto Nacional de Salud

Direccion de Redes en Salud Publica (DRSP)

Subdireccion Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)
Direccion: Avenida Calle 26 No. 51-20 - Zona 6 CAN. Bogota, D.C
Diana Patricia Martinez H. Coordinadora

Grupo de Genética y Cronicas
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Teléfono: (601) 220 77 00 extensiones 1261-1265-1650
Contacto: peedtzn@ins.gov.co

4. DECLARACION DE CONFIDENCIALIDAD

Para garantizar la confidencialidad de la informacidén expuesta en el presente informe, a cada
participante se le asigné un cédigo unico, el cual permite la interaccion entre el programa y los
participantes de manera individual y confidencial.

Adicionalmente, el tratamiento de la informacion del programa sigue directrices del SIG del INS
como:

e El manejo de la informacion es confidencial y Unicamente realizado por personal
autorizado para fines de la calificacién de desempefio.

e En ningun caso se realizara la identificacion de los participantes, ni de los resultados
obtenidos por ellos.

e Los registros digitales son protegidos y utilizados sélo para los andlisis estadisticos
respectivos.

e No se comparte ni transfiere informacion de participantes a terceros sin consentimiento
previo, salvo ante solicitud de érganos de control o entidades responsables de
acreditaciéon en Colombia, en cuyo caso se informara al participante.

El programa de EA cumple con la politica de uso de informes por parte de personas y
organizaciones declarada en el FOR-R01.0000-056. Emision de politicas y objetivos de calidad
de la DRSP: “Los programas de ensayo de aptitud aseguran que los informes de resultados
son utilizados por personas y organizaciones externas unicamente cuando se cuente con la
autorizacion de la alta direccion”

5. ACTIVIDADES SUMINISTRADAS POR PROVEEDORES EXTERNOS

El INS subcontraté un operador logistico para el transporte de los paquetes del PEEDDTZN
guien cumple con las especificaciones establecidas para el transporte de muestras biolégicas.

6. ITEMS DE ENSAYO DE APTITUD
El item de ensayo consta de 12 gotas en total, 6 gotas de sangre seca para fenilalanina y 6

gotas de sangre seca para galactosa total con tres (3) diferentes concentraciones, fijadas sobre
tarjetas de papel filtro aprobado para uso en tamizacion neonatal.
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Los items de ensayo se prepararon a partir de una solucion compuesta por unidades de
glébulos rojos concentrados y plasma fresco, a los cuales se les realizdé una caracterizacion
previa de hemoclasificacion y pruebas de marcadores infecciosos acordes a la legislacion
colombiana vigente. Se produjeron tres lotes de diferentes concentraciones de fenilalanina y
galactosa total; cada lote se elaboré de forma independiente, garantizando su homogeneidad
por medio de una agitacion constante, dispensando 50 pL/gota de cada lote sobre papel filtro.

Las tarjetas enviadas se identificaron con tres series, A, (TSH), serie B (PKU), y serie C (GAO)
este informe corresponde a los resultados obtenidos el procesamiento de las serias B
(fenilalanina) y C (galactosa total).

7. EVALUACION DE HOMOGENEIDAD Y ESTABILIDAD

Los analisis requeridos para establecer la homogeneidad y estabilidad de PHE y GAO en
muestras de sangre seca en papel filtro, fueron realizados por el Laboratorio Nacional de
Referencia (LNR) - Grupo Genética y Cronicas, que cuenta con acreditacion de los ensayos
en la norma ISO/IEC 17025:2017, codigo 13-LAB-01, para el ensayo de determinacion de
fenilalanina y determinacion de galactosa total.

7.1 Homogeneidad

Previo al envio de los items, se verificd la homogeneidad de cada concentracion cuantificando
por duplicado fenilalanina (PHE) y galactosa total (GAO) en 10 tarjetas, por el método de
fluoroinmunoensayo, mediante muestreo aleatorio.

Se realiz6 para cada una de las concentraciones el siguiente analisis:

e Se determinaron los promedios y desviaciones estandar de los resultados obtenidos por
item.

e Se evaluaron los datos mediante la prueba de Cochran, comparando el estadistico
calculado con su valor critico para cada concentracion. Adicionalmente, se emplearon
representaciones graficas exploratorias para verificar la ausencia de patrones
anémalos.

Para la evaluacion de la homogeneidad de los items de ensayo se aplicé la metodologia
descrita en el anexo B de la norma ISO 13528:2022.

7.1.1 Resultados de homogeneidad
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Para la presente ronda fue posible demostrar la homogeneidad de las 3 concentraciones de
PHE y GAO; usando los criterios de la norma ISO 13528:2022.

7.2 Estabilidad

Para la evaluacion de la estabilidad de los items de ensayo de aptitud se llevé a cabo un disefio
clasico bajo condiciones de repetibilidad, se separaron aleatoriamente 3 tarjetas; se
sometieron a temperatura de 36,5 °C £ 0,5 °C durante 7 dias, con el fin de evaluar la estabilidad
del item de ensayo por cambios de temperatura durante el transporte, posteriormente las
muestras fueron almacenadas a temperatura de refrigeracion (5 °C + 3 °C) hasta la fecha limite
de reporte, y se cuantificé fenilalanina (PHE) y galactosa total (GAO) utilizando el método de
fluoroimnunoensayo; para evaluar la estabilidad en las fechas establecidas.

Para el analisis del tiempo cero de estabilidad, se emplearon los datos obtenidos de
homogeneidad.

7.2.2 Resultados de estabilidad

La medicion de estabilidad realizada para dar alcance al tiempo de transporte y
almacenamiento de los items de ensayo fue conforme para las 3 concentraciones de las series
B (PHE) y C (GAO).

8. PROCEDIMIENTOS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se siguieron los métodos estadisticos definidos en la norma ISO 13528:2022 y los lineamientos
establecidos por el LNR de Genética y Crénicas del INS.

8.1 Revision de los datos

8.1.1 Anédlisis de varianza intralaboratorios

Para evaluar la consistencia entre los dos resultados reportados por cada participante en cada
nivel de concentracién, se aplicé la prueba estadistica de Cochran. Esta prueba permite
identificar valores extremos en los datos reportados, determinando si la varianza
intralaboratorios (repetibilidad) de un participante es significativamente mayor que las de los
demas, en relacion con un item de ensayo especifico.

Es importante destacar que este analisis se utiliza inicamente para evaluar la consistencia de
los datos y para el analisis estadistico interpretativo. Los resultados de esta prueba no
afectaran la evaluacion del desempefio de los participantes. Cuando se identifica una varianza
intralaboratorio elevada mediante la prueba de Cochran, este resultado se interpreta
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unicamente como un indicador estadistico de una posible inconsistencia en la repetibilidad del
participante. El dato no se excluye y se emplea el promedio reportado para la evaluacion del
desempefo. Esta informacién se presenta al participante con el fin de que, si lo considera
pertinente, revise sus procedimientos analiticos internos. Sin embargo, se tomara el promedio
obtenido para la evaluacion de su desemperio.

8.1.1.1 Resultados de la varianza intralaboratorios

Una vez aplicada la prueba de Cochran, se encontraron algunas varianzas atipicas dentro de
los resultados reportados por los participantes, a continuacion, se presentan los resultados
atipicos del analisis realizado para esta prueba (tabla 1).

TABLA 1.EVALUACION DE LA VARIANZA INTRALABORATORIOS, RESULTADOS ATIiPICOS IDENTIFICADOS
SEGUN PRUEBA ESTADISTICA DE COCHRAN.

Cadigo Método Serie / Gota | Concentracion Re(:glltl:it)) L R?:’;ZT; 4 Promedio D::t\;i:;;?n
13942 Fﬂ‘;‘;r:y”;f;;as ] BéZf*GEi / 1 0,50 1,01 076 0,36
e s R R R R
15440 Ft‘;%g’y”;f;;i 1 BéZ'_"GEX / 1 148 2,54 2,01 0,75
10770 | ELISA-Bomsafe | © ROV 1 6,03 1894 | 1249 | 913

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

8.1.2 Identificacién y tratamiento de equivocaciones obvias

Una vez calculados los promedios de los resultados reportados por los participantes y antes
de aplicar la metodologia estadistica para la determinacién del valor asignado para los items
de PHE y GAO, se efectud una revision inicial de los resultados con el propdsito de identificar
equivocaciones obvias, entendidas como errores comprobados o inconsistencias evidentes en
los datos reportados. Dentro de esta categoria se incluyen trasposiciones, uso incorrecto de
unidades de medida, errores de célculo de gran magnitud, errores de transcripcion y cualquier
otra situacién demostrable que afecte la validez del dato informado.
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Con el fin de facilitar la deteccion de posibles inconsistencias, se calculdé la mediana del
conjunto de resultados y se revisaron aquellos valores alejados mas del 50 % respecto a dicha
mediana, Unicamente como herramienta exploratoria de identificacion preliminar. La presencia
de valores fuera de este rango no determiné su exclusién automética, sino que motivo su
verificacion individual.

Los resultados identificados como equivocaciones obvias fueron excluidos del calculo de la
equivalencia entre métodos de medicién, de la estimacion de la desviacion estandar y de la
determinacion del valor asignado por consenso, conforme a lo establecido normativamente
para datos claramente erréneos. Para estos procesos se emplearon procedimientos
estadisticos robustos segun el numero de participantes disponibles en cada concentracion:
cuando el numero de resultados fue suficiente para garantizar la convergencia de los
estimadores (n = 15), se aplicod el Algoritmo A; en aquellos casos con menor numero de
participantes, se utilizé el estimador de dispersion basado en la desviacién absoluta de la
mediana (MADe), el cual ofrece estabilidad frente a valores extremos.

Los resultados clasificados como equivocaciones obvias no se eliminan del registro del
programa ni de la evaluacion individual del participante; simplemente no contribuyen al
consenso estadistico. Esto permite mantener la integridad de la informacion reportada por cada
laboratorio y, al mismo tiempo, asegurar que el valor asignado y la desviacién estandar de
aptitud se estimen a partir de datos técnicamente validos.

8.1.2.1 Resultados de evaluacion de equivocaciones obvias

Los codigos identificados y retirados por equivocacion obvia se presentan en la Tabla 2, junto
con el motivo correspondiente. Para su identificacién preliminar, se empled un criterio
exploratorio basado en la distancia relativa a la mediana: los resultados que se ubicaron a mas
del 50 % por encima o por debajo de la mediana fueron revisados individualmente y, cuando
se corroboro evidencia de error evidente (por ejemplo, trasposicion, unidad incorrecta, error de
digitacion o inconsistencia verificable), se clasificaron como equivocaciones obvias.

Los resultados asi clasificados no se utilizaron en la estimacién del valor asignado, en la
comparacion entre meétodos ni en el calculo de los estimadores robustos (Algoritmo A o MADe).
Sin embargo, se conservaron en el registro del programa y se incluyeron en la evaluacion
individual del desempefio de cada participante, asegurando la trazabilidad completa de la
informacion reportada.

Tabla 2. Resultados considerados como equivocaciones obvias
INFORME FINAL GGN-PEEDDTZN-PHE-GAO-2-2025
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Serie | Cédigo Método resultados | Concentracion | Gotas
(mgldL)

10690 Colorimetria - Zentech 3,64 1 G3-G4

13918 Fluoroinmunoensayo - Delfia 0,80 1 G3-G4

(P:E) 13918 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,50 2 G5-G6
13942 Fluorometria - Labsystems 0,76 1 G3-G4

15440 Fluorometria - Labsystems 4,91 2 G5-G6

10770 ELISA -BornSafe 12,49 1 G3-G4

c 10770 ELISA -BornSafe 28,80 2.2 G5-G6
(GAO) 11274 Fluoroinmunoensayo a tiempo resuelto - Delfia 6,10 1 G3-G4
15440 Fluorometria - Labsystems 1,49 1 G3-G4

28533 Colorimetria- Zentech 6,90 1 G3-G4

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022

8.1.3 Evaluacioén de la distribucién normal de datos

De acuerdo con lo establecido en la ISO/IEC 17043:2023 y en la ISO 13528:2022, la
determinacion del valor asignado por consenso requiere la aplicacion de un procedimiento que
permita evaluar la distribucion de los datos reportados, de manera que se elija el enfoque
estadistico mas adecuado para su estimacion. En esta ronda se analiz6 la distribucién del
promedio de los dos resultados reportados por cada participante, con el propésito de verificar
los supuestos estadisticos necesarios para la estimacion del valor asignado y la seleccion del
procedimiento robusto correspondiente. La evaluacion de normalidad se realizé6 mediante la
prueba de Shapiro-Wilk, debido a su alta potencia para detectar desviaciones respecto de la
distribucion normal en conjuntos de datos con tamafio muestral reducido, caracteristica
habitual en los programas de evaluacion externa del desempefio.

La aplicacién de esta prueba permitié identificar concentraciones en las que la distribucién
presentaba asimetrias o multimodalidad, indicativas de la posible presencia de métodos no
equivalentes o de conglomerados diferenciados de resultados.

8.1.3.1 Resultados de la normalidad de los datos

La verificacion de normalidad mediante la prueba de Shapiro—Wilk evidencié que, en algunas
concentraciones, los resultados reportados no se ajustaron a una distribucion
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aproximadamente normal. En particular, la concentracion 2 de la serie C (GAQO) presento un
valor p = 0.0096, indicativo de una desviacion significativa de la normalidad. Adicionalmente,
en la concentracion 3 de la serie B (PHE) y en la concentracion 3 de la serie C (GAO) se
observaron distribuciones con asimetria y curtosis elevadas, compatibles con estructuras
multimodales.

La revision adicional de los residuos de los modelos ajustados mostré que estos si cumplian
el supuesto de normalidad (p > 0.05 en los casos evaluados; por ejemplo, p = 0.789 para GAO
C2), lo que confirmé que la falta de normalidad en los datos brutos se debia principalmente a
la presencia de conglomerados o métodos no equivalentes y no a un problema inherente del
modelo.

En coherencia con la ISO 13528:2022, estos hallazgos justificaron la segmentacion de las
concentraciones afectadas en subgrupos estadisticamente homogéneos (3.1 y 3.2 para PHE;
2.1, 2.2, 3.1y 3.2 para GAO). Esto permitio la aplicacion adecuada de métodos robustos—
Algoritmo A o MADe, segun el tamafio del subgrupo—y garantizé la validez estadistica y
metrologica del valor asignado y de la desviacion estandar para la evaluacion de la aptitud.

TABLA 3. PRUEBAS ESTADISTICAS DE NORMALIDAD.

Serie Concentracion Gotas p-valor "'z';mnglr;zl:izl;?;o
1 G1-G2 | 0,34546 Si
B 2 G3-G4 | 0,43219 Si
(PHE) 3.1 G3-G4 | 0,91385- Si
3.2 G5-G6 | 045269 Si
1 G3-G4 | 0,64205 Si
2.1 G5-G6 | 10,8298 Si
(Ggo) 22 G5G6 | 0,0096315 No
3.1 G1-G2 | 0,33429 Si
32 G1-G2 | 063776 Si

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico descrito en FOR-R01.0000-077 para cada concentracion.

* Si: cuando los valores p son mayores que a = 0,05, se considera que los datos cumplen el
supuesto de normalidad en esas concentraciones.

* No: cuando los valores p son menores que a = 0,05, se concluye que los datos no cumplen
el supuesto de normalidad.
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* En concentraciones donde los datos brutos no cumplieron el supuesto de normalidad, como
ocurri6 en GAO C2 (p = 0.0096 en Shapiro-Wilk sobre datos filtrados), se evalu6
adicionalmente la normalidad de los residuos del modelo. Esta verificacion mostré que los
residuos si se ajustaron a una distribucién normal (p = 0.789), lo que indica que la desviacion
observada en los datos originales no correspondia a un patron aleatorio, sino a la existencia
de conglomerados o métodos no equivalentes. Conforme a la practica recomendada en la ISO
13528:2022, la evaluacion de los residuos permite confirmar la idoneidad del ajuste estadistico
posterior, justificando el uso de segmentacion y de estimadores robustos en dichas
concentraciones.

8.2 Métodos de medicion empleados por los participantes

Para el analisis de los items de ensayo de aptitud, los participantes utilizaron los métodos de
rutina implementados en cada laboratorio. Se espera que dichos métodos estén debidamente
normalizados y que, en caso de presentar adaptaciones o modificaciones frente a los
procedimientos estdndar, cuenten con procesos de verificacion o validacion que respalden su
desempeio. De esta manera, se garantiza que los resultados reportados reflejen practicas
analiticas controladas y reproducibles, acordes con los requisitos de calidad que rigen la
operacion de los participantes.

8.2.1 Equivalencia entre métodos de ensayo — Analisis

Para evaluar la equivalencia técnica entre los métodos de ensayo utilizados por los
participantes se adoptd un enfoque secuencial que integra analisis exploratorio y pruebas
estadisticas formales, conforme a lo establecido en la ISO 13528:2022. Inicialmente, y una vez
depurados los datos por equivocaciones obvias, se realizaron representaciones graficas
mediante histogramas, curvas de densidad Kernel y diagramas de caja. Estos graficos
permitieron identificar patrones preliminares tales como asimetrias, multimodalidad o posibles
agrupamientos por meétodo, los cuales sirven como indicios de diferencias sistematicas entre
meétodos, sin constituir por si mismos un criterio decisorio.

Posteriormente, se evalu6 la homocedasticidad de los métodos mediante la prueba de Levene,
con el fin de verificar la igualdad de varianzas entre grupos. Esta verificacion es necesaria para
determinar la pertinencia del andlisis de varianza (ANOVA) y asegurar la validez del contraste
entre métodos. Una vez confirmada la homocedasticidad o, alternativamente, habiéndose
empleado un procedimiento robusto frente a varianzas heterogéneas, se aplicé un ANOVA de
un factor para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre los
meétodos de ensayo utilizados por los participantes.
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En los casos donde el ANOVA indico diferencias significativas o donde las representaciones
exploratorias mostraron evidencia de conglomerados, se evalué adicionalmente la normalidad
de los residuos del modelo. Este paso permite distinguir entre desviaciones debidas
Unicamente a multimodalidad (p. ej., métodos no equivalentes) y desviaciones producto de una
falta de ajuste del modelo. La normalidad de los residuos —observada en mudltiples
concentraciones evaluadas— confirmé la validez del modelo segmentado y permitio identificar
con claridad los grupos de resultados estadisticamente homogéneos.

Cuando el analisis estadistico confirmd la existencia de métodos no equivalentes o de
agrupamientos sistematicos, los datos fueron segmentados conforme a la ISO 13528:2022.
Esta segmentacion garantizd que el valor asignado y la desviacion estandar de aptitud se
estimaran Unicamente dentro de grupos internamente consistentes, evitando sesgos derivados
de mezclar métodos con comportamientos analiticos diferenciados.

Dentro de cada subgrupo identificado, se aplicaron los estimadores robustos correspondientes
para el calculo del valor asignado, Algoritmo A cuando el nimero de resultados fue suficiente
para garantizar su convergencia (n = 15), y MADe en los casos con menor numero de
participantes. Esto permitié preservar la exactitud estadistica y metrolégica del analisis,
garantizando la comparabilidad y la fiabilidad del consenso obtenido para cada método o
subgrupo.

8.2.1.1 Resultado de evaluacién de equivalencia de métodos en esta ronda

En esta seccion no se consideraron los resultados clasificados como equivocaciones obvias.

A partir del analisis conjunto de las curvas de densidad Kernel, la verificacion de normalidad,
la evaluacion de homocedasticidad mediante la prueba de Levene y los resultados de ANOVA,
se identificaron concentraciones en las que los métodos de ensayo no pudieron considerarse
equivalentes.

En particular, la concentracién 3 de la serie B (PHE) present6 diferencias estadisticamente
significativas entre métodos (ANOVA: p = 0.0375;), confirmadas por la prueba de Tukey,
evidenciando un comportamiento diferenciado entre Fluorometria-Labsystems vy
Fluoroinmunoensayo—Delfia. De forma similar, en las concentraciones 2 y 3 de la serie C
(GAO) se observo heterocedasticidad marcada (por ejemplo, Levene p = 0.0011 en C2;) y
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patrones multimodales, lo que indico la presencia de grupos con comportamientos analiticos
distintos, independientemente del resultado del ANOVA.

Debido a estos hallazgos, y en concordancia con la ISO 13528:2022, estas concentraciones
fueron analizadas de manera independiente mediante la formacion de subgrupos
estadisticamente homogéneos. Este procedimiento permiti6 estimar valores asignados y
desviaciones estandar de aptitud representativos para cada subgrupo, evitando sesgos
derivados de mezclar métodos no equivalentes en el calculo del consenso.

TABLA 4. METODOS UTILIZADOS POR LOS PARTICIPANTES EN EL ENSAYO DE APTITUD.

FENILALANINA
Método AT _de Porcentaje
laboratorios
COLORIMETRIA Zentech 3 16,67 %
, FI i -Delfi 7 9
ELUOROMETRIA uorommun’oensayo elfia 38,89 %
Fluorometria - Labsystems 8 44,44 %
GALACTOSA TOTAL
Método IS fje Porcentaje
laboratorios
ELISA BornSafe 1 5,88 %
COLORIMETRIA Zentech 3 17,65 %
. Fluoroinmunoensayo -Delfia 4 23,53 %
FLUOROMETRIA
Fluorometria - Labsystems 9 52,94 %

Fuente: descarga plataforma PEED, 2025.

8.2.2 Comparacion de métodos de ensayo — Prueba estadistica (ANOVA)

Para evaluar formalmente si los métodos de ensayo empleados por los participantes presentan
diferencias sistematicas en sus resultados, se aplicaron las pruebas estadisticas
recomendadas para la verificacion de la equivalencia entre métodos. En primer lugar, se
examiné la homocedasticidad de las varianzas mediante la prueba de Levene, con el fin de
determinar si las varianzas de los grupos (métodos) podian considerarse estadisticamente
iguales. La homogeneidad de varianzas es un requisito fundamental para la aplicaciéon del
ANOVA clasico, dado que su incumplimiento puede generar estimaciones sesgadas de las
diferencias entre grupos. La prueba de Levene es apropiada en este contexto, dado que es
robusta frente a desviaciones moderadas de la normalidad.
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Una vez evaluada la homocedasticidad, se aplicé un analisis de varianza de un factor (ANOVA)
para contrastar la hipétesis de igualdad entre las medias de los métodos de ensayo. El ANOVA
permite determinar si existe evidencia estadistica suficiente para afirmar que, al menos, un
método presenta un comportamiento diferente. En aquellos casos donde las varianzas no
fueron homogéneas o la evaluacion grafica y de normalidad sugiri6 multimodalidad, la
interpretaciéon del ANOVA se complementd con métodos robustos o segmentacion.

Cuando el ANOVA indicé diferencias significativas entre métodos, se aplicaron pruebas de
comparaciones multiples (Post-Hoc), tales como Tukey HSD o Games—Howell, dependiendo
del cumplimiento de la homocedasticidad. Estas pruebas permitieron identificar
especificamente cuales métodos diferian entre si, proporcionando informacion detallada para
la segmentacién de los datos y la estimacién de valores asignados independientes en las
concentraciones donde los métodos no fueron equivalentes.

8.2.2.1 Resultados prueba de ANOVA

De acuerdo con el analisis de varianza (ANOVA), cuyos resultados se presentan en la Tabla
5, considerando un nivel de significancia a = 0,05, se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre los métodos evaluados en la concentracion 2 y 3 de la serie B (PHE), asi
como en la concentracion 1 de la serie C (GAO). En estos casos fue necesario separar la
evaluacion del desempefio, analizandola de manera independiente para cada grupo de
meétodos o, cuando no fue posible establecer equivalencias técnicas, absteniéndose de evaluar
el desempefio.

Tabla 5. Resultados prueba de ANOVA

Serie Concentracion | Gotas p-valor Difert::cﬁ:lso?igrai’;igitivas
1 G3-G4 0,406 No
B 2 G5-G6 2,452 No
(PHE) 3.1 G1-G2 - Si
3.2 G1-G2 - Si
1 G3-G4 0,462- No
2.1 G5-G6 - Si
(Gf\o) 2.2 G5-G6 2,338 No
3.1 G1-G2 - Si
3.2 G1-G2 6,522 No
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Fuente: datos estimados del andlisis estadistico-descritos en FOR-R01.0000-077 para cada concentracion

Si: cuando los valores p son menores que a = 0,05, se considera que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los métodos evaluados.

NO: cuando los valores p son mayores que a = 0,05, se considera que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los métodos evaluados.

Cuando los valores de p son mayores que a = 0,05, se concluye que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos comparados, lo que indica que las medias de
los resultados obtenidos con los distintos métodos son estadisticamente equivalentes.

8.3 Valor asignado

Por definicion, el valor asignado es el valor atribuido a una propiedad particular de un material
utilizado en un ensayo de aptitud. Este valor se considera un estimador adecuado del valor
verdadero del mensurando, dentro de los limites de incertidumbre establecidos.

En la presente ronda, el programa determiné el valor asignado de los items a partir de los
resultados reportados por los participantes. En ausencia de un valor de referencia certificado
0 trazable a un patron externo, el valor asignado se estableci6 mediante el consenso
estadistico de los participantes, verificado sobre un nimero de laboratorios igual o superior al
minimo requerido para la aplicacion de los métodos robustos de consenso.

En esta ronda, el valor asignado x,. se estim6 mediante los procedimientos robustos
establecidos, seleccionados conforme al numero efectivo de resultados validos por
concentraciéon. Cuando el numero de participantes fue suficiente para garantizar la
convergencia del estimador robusto (n = 15), se aplico el Algoritmo A, el cual permite obtener
un promedio robusto x' y una desviacién estandar robusta mediante un proceso iterativo de
ponderacién. En aquellas concentraciones con un nimero reducido de participantes, se utilizd
el estimador basado en la desviacion absoluta de la mediana (MADe), adecuado para tamafios
de muestra pequefos y menos sensible a la influencia de valores extremos.

La combinacion de estos dos enfoques garantizé que el valor asignado reflejara un consenso
estadisticamente consistente, incluso en escenarios donde no se cumplian plenamente los
supuestos de normalidad o cuando existia variabilidad entre métodos. En todos los casos, la
metodologia empleada aseguro la representatividad metroldgica del valor asignado dentro de
los limites de incertidumbre asociados.”
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8.3.1 Incertidumbre del valor asignado

Debido a que el valor asignado obtenido para PHE y GAO en esta ronda corresponde a un
valor de consenso, la incertidumbre de medicién estandar u(x,,) asociada al valor asignado
se determina de la siguiente forma:

u(xy) = 1,25 % Gitl

VP

Donde p’ corresponde a la cantidad de resultados reportados por los participantes que no se
consideran como equivocaciones obvias.

La verificacion del criterio
u(xpt) < 0,30y

permitié evaluar si la incertidumbre asociada al valor asignado era suficientemente pequefa
en relacion con la dispersion del grupo. Cuando este criterio se cumple, la incertidumbre del
valor asignado no influye significativamente en la evaluacién del desempefio mediante el
puntaje z. En los casos donde u(x,,) es comparable o mayor que 0.30,,, 0 cuando la precision
del consenso es limitada, se emplea el estadistico de desempefio z', que incorpora
explicitamente la incertidumbre del valor asignado en el denominador del célculo,
proporcionando una evaluacion mas apropiada bajo condiciones de mayor incertidumbre.

En esta ronda, el analisis estadistico evidencié diferencias entre métodos en algunas
concentraciones, lo que requirié la formacion de subgrupos, conforme a la ISO 13528:2022.
Esta segmentacion modificd el numero efectivo de participantes en cada grupo, por lo que la
seleccion del procedimiento robusto para el célculo del valor asignado dependié del tamafio
final de cada subgrupo.

En aquellas concentraciones o subgrupos donde el nimero de participantes fue suficiente para
asegurar la convergencia del estimador robusto (n = 15), se aplico el Algoritmo A, tal como se
describe en el Anexo C de la ISO 13528:2022, obteniéndose un promedio robusto y una
desviacion estdndar robusta mediante un proceso iterativo de ponderacion.

En contraste, cuando la segmentacion por métodos produjo subgrupos con menos de 15
participantes, se emple6 el MADe (Median Absolute Deviation) como estimador robusto de la
dispersion. Este método, recomendado para conjuntos de datos pequefios, proporciona
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estimaciones estables y menos sensibles a valores extremos, preservando la representatividad
del valor asignado en escenarios con limitada participacion.

La aplicacion diferenciada de Algoritmo A o MADe garantizd que el valor asignado y su
incertidumbre fueran estadisticamente consistentes y metrologicamente validos dentro de
cada subgrupo, evitando sesgos asociados a la mezcla de métodos no equivalentes o a
tamafos muestrales insuficientes.

8.3.1.1 Resultados para los valores asignados con su incertidumbre

Posterior a la aplicacion del Algoritmo A y el MADe, se obtuvieron las estimaciones robustas
del valor asignado, de la desviacion estdndar y de la incertidumbre estandar asociada,
calculadas a partir de los resultados reportados por los participantes.

Los valores consolidados, organizados por serie y numero de gota, se presentan en la tabla 6.

TABLA 6. VALOR ASIGNADO, INCERTIDUMBRE DE MEDICION Y DESVIACION ESTANDAR PARA LA
EVALUACION DE APTITUD.

Numero as\ilar:::io Inizrtt;:lc‘i:‘rbre SRS
Parametro | Serie | Concentracion de Gota g . u(x t)’ estandar, o),
resultados (mg7 o) (mg IZL) (mg/dL)
18 G3-G4 1,652 0,0743 0,2478
2 18 G5-G6 3,04 0,14 0,4562
s 3.1 7 |e1G2| 1020 043 145
3.2 8 G1-G2 11,9 0,4 1,4
1 17 G3-G4 3,5 1,5 1,1
2.1 9 G5-G6 17,0 0,7 2,5
GAO C 2.2 8 G5-G6 14,2 0,6 2,1
3.1 9 G1-G2 45,4 1,6 53
3.2 8 G1-G2 36,3 1,6 53

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Para todos los casos, la incertidumbre de la medicion se reporté con dos cifras significativas y
de acuerdo con los decimales obtenidos por este valor fueron reportados los decimales del
valor asignado y la desviacion estandar.

8.3.2 Trazabilidad metrol6gica del valor asignado
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Se verifico la trazabilidad metroldgica del valor asignado x,, mediante la comparacion con un
valor de referencia x,..r determinado por un laboratorio competente y técnicamente reconocido.

La trazabilidad se evalu6 aplicando el criterio de compatibilidad metrol6gica

e = | < 2 Ju2 (i) + 02 ey)
Donde:

Xref €S el valor de referencia obtenido a partir de un laboratorio con trazabilidad
establecida a patrones nacionales o internacionales;

u(xrer) es la incertidumbre estandar asociada al valor de referencia;

U(x,.) es la incertidumbre estandar del valor asignado obtenida mediante el consenso
robusto de los participantes.

Este criterio aplica cuando el valor asignado se determina a través del método denominado
“consenso de laboratorios participantes”, es decir, el valor asignado x,,, corresponde a un valor
de consenso (promedio robusto x*).

Cuando la diferencia entre el valor asignado y el valor de referencia no es compatible dentro
de las incertidumbres combinadas de ambos valores, la ISO 13528:2022 recomienda utilizar
el puntaje z'. Este estadistico incorpora la incertidumbre del valor asignado y permite una
evaluacién mas apropiada cuando la precision del consenso es limitada o cuando existe una
discrepancia metroldgica significativa con respecto al valor de referencia.

Cuando la diferencia entre el valor asignado y el valor de referencia se encuentra dentro del
rango de compatibilidad establecido por la norma, se consideran metrolégicamente
consistentes y el desempeio puede evaluarse mediante el puntaje z.

La trazabilidad metrologica se sustenta en un valor de referencia generado por un laboratorio
competente, técnicamente acreditado y con cadena de trazabilidad documentada hacia
patrones nacionales o internacionales, ya sea mediante materiales de referencia certificados
o mediante métodos con trazabilidad metrolégica establecida. Este valor externo permite
confirmar la coherencia del consenso obtenido mediante los procedimientos robustos
aplicados en el programa.
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8.3.2.1 Resultados trazabilidad metrolégica

8.3.2.1.1 Valor asighado

En la tabla 7 presenta la trazabilidad metrologica establecida para el valor asignado del
parametro PHE y GAO, indicando la relacién entre el material de ensayo, los métodos de
medicion y las fuentes de referencia empleadas. Este esquema de trazabilidad garantiza que
el valor asignado por consenso se encuentre vinculado a un sistema de medicién técnicamente
documentado y coherente con los principios de comparabilidad metroldgica exigidos por la
ISO/IEC 17043.

El analisis de compatibilidad metrologica entre los valores asignados y los valores de referencia
mostro que, para la mayoria de las concentraciones de PHE y GAO, la diferencia se encontré
dentro del intervalo de compatibilidad establecido por la 1SO 13528:2022, indicando
consistencia metrologica entre ambos valores. La Unica excepcidn correspondid a la
concentracion 1 de GAO, en la cual la diferencia con el valor de referencia superé el limite de
compatibilidad, indicando que el consenso obtenido para esta concentracion no fue
metrolégicamente consistente con el valor de referencia utilizado.

Se evaluo la relacion entre la incertidumbre del valor asignado y la variabilidad del programa,
verificando el criterio de aceptabilidad establecido en la 1SO 13528:2022. En las
concentraciones donde este criterio se cumplio, la incertidumbre del valor asignado fue
considerada suficientemente pequefia en comparacién con la dispersion del grupo,
permitiendo la evaluacion del desempefio mediante el puntaje z. En aquellas concentraciones
donde la incertidumbre fue relativamente mayor, o cuando la compatibilidad metrologica indico
discrepancias con el valor de referencia, la evaluacion del desempefio se realiz6 mediante el
puntaje z', que incorpora explicitamente la incertidumbre del valor asignado.

TABLA 7. TRAZABILIDAD METROLOGICA ESTABLECIDA PARA CADA VALOR ASIGNADO

Trazabilidad metrolégica
Parametro = establecida Serie Concentracion Gota . Sg_sgo_
Material de significativo
SR Lote
referencia utilizado
1 G3-G4 No
PHENYLALANINE 2 G5-G6 No
PHE CRS P1150000 B 31 51-G2 No
3.2 G1-G2 No
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Trazabilidad metrolégica
Parametro : gataleeICd Serie Concentracion Gota . Sg.sgo.
Material de significativo
g Lote
referencia utilizado

1 G3-G4 Si
2.1 G5-G6 No
GAO GALACTOSE CRS | G0050000 c 2.2 G5-G6 No
3.1 G1-G2 No
3.2 G1-G2 No

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Si: cuando la diferencia entre el valor asignado y el valor de referencia excede el limite de
compatibilidad metroldgica.

No: cuando la diferencia entre el valor asignado y el valor de referencia se encuentra dentro
del limite de compatibilidad.

8.3.2.1.2 Material de referencia

La trazabilidad metrol6gica del material de referencia utilizado para preparar los items de
ensayo de aptitud se establecid de acuerdo con lo descrito en la Norma I1ISO 17511:2022
descrita bajo la cadena de trazabilidad numero 1. A continuacion, se relacionan las
caracteristicas de los materiales asociados a las cadenas (tabla 8):

TABLA 8. TRAZABILIDAD METROLOGICA DEL MATERIAL DE REFERENCIA

FENILALANINA
CADENA DE TRAZABILIDAD 1
Material Nombre Analito | Marca sl i Lote
referencia
Muestra /item | Sangre seca en papel PHE N. A PEEDDTZN NA PEEDDTZN-CC-
de ensayo de filtro con fenilalanina ' CC- PHE-2025 ' PHE-2025
Material de
) PHENYLALANINE
refgrenqa CRS batch 5.0 PHE EDQM P1150000 63-91-2 N. A
primario
GALACTOSA TOTAL
CADENA DE TRAZABILIDAD | 1
Material Nombre Analito | Marca Codlgo_- CAS Lote
referencia
Muestra / ltem | Sangre seca en papel GAO NA PEEDDTZN-CC- NA PEEDDTZN-CC-
de ensayo filtro con galactosa GAO-2025 ' GAO-2025
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Material de
referencia | CPEACTOSECRS 1 aa | Epam 50050000 59-23-4 NA
orimario batch 4.0

* N.A: No aplica
Fuente: construccion propia, 2025.

a. Criterios para la evaluacion de la aptitud

La desviacion estandar para la evaluacion de aptitud (o,,.) se determiné a partir del valor de un
error maximo permitido, criterio definido por el proveedor de ensayos de aptitud con base en
consideraciones técnicas del mensurando y de los métodos de ensayo empleados. Este
enfoque establece la evaluacion del desempefio en funcion de un limite de error previamente
aceptado como técnicamente admisible, garantizando criterios de comparacion objetivos,
consistentes entre rondas y acordes con la aceptabilidad clinica y analitica.

En esta ronda, la definicion de o, no se sustento Gnicamente en los datos reportados por los
participantes, sino que se complementé con informacion proveniente de literatura cientifica y
de la experiencia previa de programas nacionales e internacionales de ensayos de aptitud.
Esta préctica, contemplada en la ISO 13528:2022 y la ISO/IEC 17043:2023, respalda el uso
de desviaciones estandar de aptitud definidas a partir de fuentes externas inicamente cuando
las condiciones estadisticas de la ronda como un ndmero reducido de participantes o la
ausencia de métodos equivalentes no permiten obtener estimaciones directas
suficientemente robustas.

De este modo, el valor adoptado para o, en la presente ronda corresponde a estimaciones
robustas y validadas, que han demostrado ser coherentes con el desemperio historico de los
parametros incluidos en el tamizaje neonatal.

b. Evaluacién de desempefio

La evaluacion del desemperio de los participantes se realizé mediante el calculo del puntaje z,
el cual expresa la diferencia entre el resultado reportado por cada laboratorio y el valor
asignado, en unidades de la desviacion estandar definida para la evaluacion de la aptitud. Este
estadistico permite valorar el grado de concordancia de cada resultado con el comportamiento

general del grupo.z;@ para el participante i se calcula como,

Xi — Xpt
Zi=——
Opt

donde o,,; = es la desviacion estandar para la evaluacion de la aptitud.
Se considera que el desempefio es:

e Aceptable, siz; < 2,0
e Cuestionable, si 2,0 < z; < 3,0
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e Inaceptable, si z; = 3,0

Cuando el criterio de limitacion de la incertidumbre u(xpt) < 0,30,,;, N0 se cumple, la evaluacién
del desempefio debe realizarse mediante el puntaje z' como indicador de desempefio:

Xi — Xpt

/agt + uz(xpt)

donde, oa,.= es la desviacion estandar para la evaluacion de la aptitud vy, u(xpt) = es la
incertidumbre estandar asociada al valor asignado.

7z =

Se considera entonces que el desempefio es,

e Aceptable, siz < 2,0
e Cuestionable, si 2,0 < z; < 3,0
e Inaceptable, si z; = 3,0

En este estudio, tras la verificacion del criterio de aceptabilidad de la incertidumbre del valor
asignado, se confirmé que u(xpt) fue suficientemente baja en relacion con apt. Por tanto, la
evaluacion del desempefio de los participantes se efectu6 empleando el puntaje z' como
indicador principal, en conformidad con las recomendaciones establecidas para programas de
ensayos de aptitud en la 1ISO 13528:2022.

C. Cifras significativas

De acuerdo con la “Guide to the Expression of uncertainties in measurements” (GUM) la
incertidumbre de medicion asociada al valor asignado u (xpt) debe expresarse con dos cifras
significativas. El valor asignado x,, debera presentarse con el mismo nimero de decimales
gue su incertidumbre asociada u(xpt)aplicando el mismo criterio de redondeo para ambos.

8.5. Resultados evaluacion de desempefio

Se realiz6 la evaluacion del desempefio de los participantes en esta ronda del ensayo de
aptitud empleando el puntaje z;.

INFORME FINAL GGN-PEEDDTZN-PHE-GAO-2-2025

Pagina 24 de 34



INSTITUTO
NACIONAL DE
. SALUD
||

Se utilizé la nomenclatura ConcentracionX_SerieXGotaXGotaY para identificar el nimero de
concentracién, serie y gotas analizadas (ejemplo: C1_SerieBG1GZ2, indicarian que se analiz6
la concentracion 1, serie B (PHE) y las gotas 1y 2).

En la tabla 9 se presenta la cantidad y porcentaje de participantes de acuerdo con el
desempefio obtenido en esta evaluacion.

TABLA 9. RESUMEN DE DESEMPENO DEL PARAMETRO

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:20

Numero Desempeiio n (%)
Parametro | Serie | Concentracion | Gota de
resultados | Aceptable | Cuestionable | No aceptable

1 G3-G4 18 15 (83,3 %) 0(0,0 %) 3 (16,7 %)

PHE 5 2 G5-G6 18 16 (88,9 %) 0 (0,0 %) 2 (11,1 %)
3.1 G1-G2 7 7(100,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

3.2 G1-G2 8 8(100,0 %) | 0(00,0 %) 0 (0,0 %)

1 G3-G4 17 16 (94,1 %) 0(0,0 %) 1(5,9 %)

2.1 G5-G6 9 9(100,0 %) 0(0,0 %) 0 (0,0 %)

GAO C 2.2 G5-G6 8 6 (75,0 %) 1(12,5 %) 1(12,5 %)
3.1 G1-G2 9 8 (88,9 %) 1(11,1%) 0 (0,0 %)

3.2 G1-G2 8 6 (75,0 %) 2 (25,0 %) 0(0,0 %)

22

e Parala concentracion 3 (PHE) no se presentan resultados de evaluacion de desempefio
correspondientes a la metodologia de Ensayo enzimatico - Zentech (colorimetria). Esto
se debio a que, tras identificarse diferencias significativas entre métodos, fue necesario
separar los resultados y evaluar de manera independiente. Sin embargo, Unicamente
se conto con tres participantes (n = 2) que utilizaron este método, lo que impidié aplicar
procedimientos estadisticos robustos para la estimacion del valor asignado y de la
desviacion estandar de aptitud (o, ). Dado que con este tamafio de muestra no es
posible garantizar la representatividad ni la confiabilidad del analisis, se decidid no
realizar la evaluacion de desempefio para esta metodologia en la presente
concentracion.

9. RESUMEN ESTADISTICO DE RESULTADOS

Tras el analisis de los resultados reportados por los participantes, se realizé la depuracion de
eguivocaciones obvias y el célculo de los coeficientes de variacion (CV) empleando el valor
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asignado robusto ((x,.)) y la desviacién estandar robusta (o), estimados a partir de los datos
validos mediante el Algoritmo A y MADe.

Este procedimiento permitié cuantificar la dispersion de los resultados respecto del promedio
robusto y evaluar la consistencia general del conjunto de datos.

Como criterio operativo, se considero que coeficientes de variacién superiores al 30 % pueden
conducir a evaluaciones imprecisas y limitar la representatividad del consenso. En esta ronda,
los coeficientes de variacion obtenidos para las tres concentraciones de PHE y GAO se
mantuvieron por debajo del umbral definido por el programa, lo que confirma la homogeneidad
estadistica del desempefio y la idoneidad del valor asignado para continuar con el analisis
estadistico correspondiente.

Los resultados consolidados se presentan en la tabla 10.

TABLA 10. ESTADISTICAS DE RESUMEN.

Numero Valor Desviacion | Coeficiente de
Parametro | Serie | Concentracion | Gota de asignado estandar variacion
resultados | (mg/dL) (mg/dL) depurado (%)
G3-G4 18 1,6 0,2 15,0
2 G5-G6 18 3,0 0,4 15,0
PHE B 3.1 G1-G2 7 10,2 1,4 14,2
3.2 G1-G2 8 11,9 1,4 12,1
1 G3-G4 17 3,5 1,1 29,4
2.1 G5-G6 9 17,0 25 15,0
GAO C 2.2 G5-G6 8 14,2 21 14,9
3.1 G1-G2 9 454 53 1,7
3.2 G1-G2 8 36,3 5,3 14,6

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

10. COMENTARIOS DEL DESEMPENO DE LOS PARTICIPANTES
El andlisis global del desempefio de los participantes en la ronda 2 del programa de ensayo de
aptitud para PHE y GAO mostré resultados estadisticamente consistentes en las tres

concentraciones evaluadas. La mayoria de los laboratorios presentd puntajes |z;| <2
evidenciando una adecuada reproducibilidad interlaboratorio y control del proceso analitico.
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No obstante, la concentracion 1 (Serie B, PHE — G3G4) fue la que presenté el mayor nimero
de resultados inaceptables, con una proporcion del 16,7 % de los participantes. Esta
concentracion represento, por tanto, el punto de mayor dispersion del programa y requiere
especial atencion técnica.

El anadlisis detallado de los resultados mostr6 que, dentro de los 3 casos inaceptables
identificados, 1 valor se ubicé por encima del valor asignado, alcanzando hasta dos veces
dicho valor, mientras que dos resultados se situaron por debajo, entre la mitad y la cuarta parte
del valor asignado.

Estos comportamientos divergentes sugieren causas distintas segun el sentido del sesgo,

i.  Los valores superiores probablemente se relacionan con errores de estandarizacion de
la técnica, utilizacién inadecuada de calibradores, o tiempos de incubacién no
adecuados.

ii. Los valores inferiores podrian estar asociados a deficiencias en la manipulacion o el
almacenamiento del item de ensayo, exposicion a temperaturas fuera del rango
recomendado, degradacion parcial del analito o pérdida de estabilidad previa a la
medicion.

Desde la perspectiva estadistica, el tratamiento robusto aplicado a los datos, mediante el
Algoritmo A en los subgrupos con una cantidad suficiente de participantes (n = 15) y mediante
el estimador MADe en aquellos conformados por un numero menor de laboratorios, permitio
limitar la influencia de los valores extremos y mantener la estabilidad de las estimaciones del
valor asignado y de la desviacion estandar de la aptitud. Esta combinacién metodologica,
conforme a la ISO 13528:2022, asegur6 gue las estimaciones fueran representativas incluso
en concentraciones donde la dispersion fue mayor.

Aunque la proporcion de resultados inaceptables se mantiene dentro del rango esperado para
un ensayo de aptitud cuantitativo, las concentraciones con mayor variabilidad constituyen
puntos criticos de mejora. Se recomienda a los laboratorios reforzar las practicas preanaliticas
y analiticas, incluyendo el almacenamiento adecuado del item, la verificacion de las curvas de
calibracion en los niveles altos y la revision cuidadosa de la transcripcion previa al reporte en
la plataforma PEED.

i.  Reforzar las condiciones de almacenamiento y manipulacion del item de ensayo desde
su recepcion hasta el procesamiento;
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ii.  Verificar la curva de calibracion incluyendo los niveles de concentracion alta;
iii.  Revisar la transcripcion y validacion de resultados antes del registro en la plataforma
PEED.

11. ASESORAMIENTO SOBRE LA INTERPRETACION DEL ANALISIS ESTADISTICO.

Para cada concentracion evaluada se revisaron los supuestos estadisticos necesarios para el
tratamiento robusto de los datos, en concordancia con la ISO 13528:2022. Esto incluyé la
evaluacion de la normalidad de los datos y de la simetria de su distribucion, tanto mediante
pruebas estadisticas como mediante inspeccién visual de las curvas de densidad. En varios
casos se identificaron desviaciones respecto a la normalidad y patrones multimodales,
particularmente asociados a diferencias entre métodos de ensayo.

Estas observaciones condujeron a la verificacion formal de equivalencia metodoldgica
mediante pruebas de homocedasticidad (Levene) y analisis de varianza (ANOVA). Los
resultados mostraron que, en algunas concentraciones, los métodos empleados por los
participantes no fueron estadisticamente equivalentes. Conforme ala 1ISO 13528:2022, cuando
se identifican métodos no equivalentes, los datos deben ser segmentados en subgrupos
homogéneos para evitar sesgos en la estimacion del valor asignado y de la desviacion
estandar de aptitud.

En esta ronda, la segmentacion se aplicé Unicamente en aquellas concentraciones donde la
evidencia estadistica respaldé la existencia de comportamientos diferenciados entre métodos.
En los subgrupos con suficiente nUmero de participantes se utilizoé el Algoritmo A para la
estimacion robusta; mientras que en los subgrupos pequefios se emple6 el MADe, conforme
a los requisitos de la norma. Ambos procedimientos permitieron obtener estimaciones
representativas del valor asignado y de su dispersion en cada grupo.

En el caso especifico de la concentracion 3 de PHE, los resultados asociados al método
colorimétrico mostraron un comportamiento inconsistentemente alineado con los demas
meétodos presentes en el programa. Este grupo presenté variabilidad elevada y una desviacion
marcada respecto al consenso, lo cual impidié obtener estimaciones estadisticamente estables
mediante los procedimientos robustos. Por ello, los resultados de este método no pudieron ser
integrados en el consenso general ni utilizados para la estimacion del valor asignado en dicha
concentracion.

Este comportamiento no implica un juicio sobre la validez intrinseca del método, sino que
sefala la necesidad de fortalecer los procesos de verificacion interna, la revision de los
calibradores utilizados, asi como los procedimientos asociados a la manipulacion y
procesamiento del item de ensayo. Dichos ajustes contribuirdn a mejorar la consistencia del
desempenio en futuras rondas de evaluacion externa del desempefio.
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12. COMENTARIOS O RECOMENDACIONES SOBRE RESULTADOS DE LA RONDA DE EA

Los participantes que obtuvieron resultados “Cuestionables” o “Inaceptables” deberan efectuar
la revision correspondiente de sus mediciones, conforme a los procedimientos establecidos en
su sistema de gestidon, con el fin de identificar la causa raiz que pudiera estar afectando la
confiabilidad de los resultados.

Asimismo, se recomienda a aquellos participantes que presentaron datos andémalos en la
prueba de Cochran para la repetibilidad intralaboratorio, tabla 1, realizar una verificacion
detallada de sus procesos internos, a fin de detectar y corregir posibles desviaciones del
método, en particular las relacionadas con la repetibilidad de la metodologia empleada.

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda revisar el alcance de los ejercicios de
verificacion de los métodos analiticos empleados en la ejecucion de los ensayos, incluyendo
la incorporacién de los controles de calidad y herramientas de aseguramiento de la validez de
los resultados con el fin de fortalecer la confiabilidad y la trazabilidad.

Con los resultados consignados en este informe se provee a los laboratorios una herramienta
para el aseguramiento de la validez de sus resultados, gque facilita la comparacion de su
desemperio con otros, la deteccion de tendencias y la adopcion de acciones para fortalecer la
competencia técnica y promover la mejora continua. Este enfoque contribuye al fortalecimiento
de la calidad en las pruebas utilizadas para el tamizaje neonatal, al integrar la evaluacion
objetiva de los procedimientos técnicos como parte de la estrategia de aseguramiento analitico.
13. ANEXOS

ANEXO 1. TABLAS DE RESULTADOS DE LOS PARTICIPANTES Y EVALUACION DEL
DESEMPENO

FENILALANINA

Tabla 11. RONDA 2- CONCENTRACION 1 SERIE B GOTA 3y GOTA 4 (C1-SBG3G4).

Resultado reportado
Cédigo Método (mg/dL) Promedio | Puntaje z’ | Desempeiio
Gota 3 Gota 4
08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,30 1,50 1,40 -1,0 Aceptable
09211 Fluoroinmunoensayo - Delfia 2,20 1,95 2,08 1,7 Aceptable
10690 Colorimetria - Zentech 3,70 3,57 3,64 7,7 Inaceptable
11208 Colorimetria - Zentech 1,35 1,10 1,23 -1,6 Aceptable
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Resultado reportado
Codigo Método (mg/dL) Promedio | Puntaje z’ | Desempefo
Gota 3 Gota 4
11274 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,60 1,70 1,65 0,0 Aceptable
13918 Fluoroinmunoensayo - Delfia 0,80 0,80 0,80 -3,3 Inaceptable
13942 Fluorometria - Labsystems 0,50 1,01 0,76 -3,4 Inaceptable
14067 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,60 1,50 1,55 -0,4 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 1,76 1,57 1,67 0,1 Aceptable
14161 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,39 1,22 1,31 -1,3 Aceptable
15440 Fluorometria - Labsystems 1,48 2,54 2,01 1,4 Aceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 1,97 1,91 1,94 1,1 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 2,00 1,94 1,97 1,2 Aceptable
22416 Fluorometria - Labsystems 1,79 1,54 1,67 0,1 Aceptable
26097 Elisa - Zentech 1,60 1,30 1,45 -0,8 Aceptable
46688 Fluoroinmunoensayo - Delfia 2,70 1,10 1,90 1,0 Aceptable
46698 Fluorometria - Labsystems 1,06 1,55 1,31 -1,3 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 1,73 1,54 1,64 0,0 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Tabla 12. RONDA 2- CONCENTRACION 2 SERIE B GOTA 5y GOTA 6 (C2-SBG5G6)-

o Resultado reportado
Cédigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempefio
Gota 5 Gota 6
08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 2,30 2,70 2,50 -1,1 Aceptable
09211 Fluoroinmunoensayo a tiempo 3,30 3,45 3,38 0,7 Aceptable
resuelto - Delfia
10690 Colorimetria - Zentech 3,45 3,03 3,24 0,4 Aceptable
11208 Colorimetria - Zentech 2,55 1,90 2,23 -1,7 Aceptable
11274 Fluoroinmunoensayo a tiempo 3,20 3,00 3,10 0,1 Aceptable
resuelto - Delfia
13918 Fluoroinmunoensayo - Delfia 1,30 1,70 1,50 -3,2 Inaceptable
13942 Fluorometria - Labsystems 2,43 2,76 2,60 -0,9 Aceptable
14067 Fluoroinmunoensayo - Delfia 3,00 2,90 2,95 -0,2 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 3,43 3,24 3,34 0,6 Aceptable
14161 Fluoroinmunoensayo - Delfia 2,70 2,42 2,56 -1,0 Aceptable
15440 Fluorometria - Labsystems 4,67 5,15 4,91 3,9 Inaceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 3,39 3,45 3,42 0,8 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 3,71 3,77 3,74 1,5 Aceptable
22416 Fluorometria - Labsystems 3,42 3,31 3,37 0,7 Aceptable
26097 Elisa - Zentech 3,10 3,00 3,05 0,0 Aceptable
agegg | Fueroinmunoensayoatiempo | g0 | 530 | 65 08 | Aceptable
resuelto - Delfia
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L. Resultado reportado
Cédigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempefio
Gota 5 Gota 6
46698 Fluorometria - Labsystems 3,57 3,08 3,33 0,6 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 3,08 3,09 3,09 0,1 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Tabla 13. RONDA 2- CONCENTRACION 3 SERIE B GOTA 1y GOTA 2 (C3-SBG1G2).

Resultado reportado
Codigo Método (mgldL) Promedio
Gota 1 Gota 2
10690 Colorimetria - Zentech 7,70 8,80 8,25
11208 Colorimetria - Zentech 7,60 7,65 7,63
26097 Elisa - Zentech 7,70 9,20 8,45

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Nota: Para la concentracion 3 de la serie B (C3-SBG1G2), los datos reportados por los
participantes no cumplieron los requisitos minimos establecidos en la ISO 13528:2022 para
estimar un valor asignado de consenso y, en consecuencia, tampoco para realizar la
evaluacion del desempefio. En esta concentracion se conté Unicamente con tres participantes
pertenecientes a métodos distintos, lo que impidid conformar un grupo estadisticamente
homogéneo y con suficiente tamafio muestral. La ISO 13528:2022 exige un nimero minimo
de participantes y la equivalencia metodoldgica para aplicar los procedimientos robustos,
condiciones que no se cumplieron en este caso.

Ademas, las diferencias entre los métodos representados (Colorimetria y ELISA) produjeron
valores promedio no comparables entre si, lo que imposibilité la estimacion robusta del valor
asignado mediante Algoritmo A o MADe. Sin la posibilidad de establecer un valor asignado
valido ni una desviacion estandar de aptitud asociada, no es estadisticamente procedente
aplicar puntajes z o z'. Por estas razones, la concentracién C3-SBG1G2 no fue evaluada en
desempeno y se reporta como ‘no evaluable’, conforme a los lineamientos de la I1SO
13528:2022 y la ISO/IEC 17043:2023.

Tabla 14. RONDA 2- CONCENTRACION 3.1 SERIE B GOTA 1y GOTA 2(C3.1-SBG1G2).

Resultado reportado
(mg/dL)
Gota1 | Gota2

Cédigo Método Promedio

PuntajeZ | Desempeiio
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08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 9,80 10,40 10,10 -0,1 Aceptable
09211 Fluoroinmunoensayo - Delfia 12,10 11,70 11,90 1,2 Aceptable
11274 Fluoroinmunoensayo - Delfia 13,90 11,50 12,70 1,7 Aceptable
13918 Fluoroinmunoensayo - Delfia 7,70 8,30 8,00 -1,5 Aceptable
14067 Fluoroinmunoensayo - Delfia 9,90 11,10 10,50 0,2 Aceptable
14161 Fluoroinmunoensayo - Delfia 9,47 8,74 9,11 -0,8 Aceptable
46688 Fluoroinmunoensayo - Delfia 10,40 10,00 10,20 0,0 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Tabla 15. RONDA 2- CONCENTRACION 3.2 SERIE B GOTA 1y GOTA 2 (C3.2-SBG1G2)

Codigo

Resultado reportado

Método (mg/dL) Promedio | PuntajeZ | Desempefio
Gota 1 Gota 2

13942 Fluorometria - Labsystems 10,34 9,93 10,14 -1,2 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 11,59 11,78 11,69 -0,2 Aceptable
15440 Fluorometria - Labsystems 13,71 12,56 13,14 0,8 Aceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 11,42 11,54 11,48 -0,3 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 12,19 12,38 12,29 0,3 Aceptable
22416 Fluorometria - Labsystems 12,05 11,72 11,89 0,0 Aceptable
46698 Fluorometria - Labsystems 12,64 11,87 12,26 0,2 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 11,57 12,30 11,94 0,0 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con 1ISO 13528:2022.

GALACTOSA TOTAL

Tabla 16. RONDA 2- CONCENTRACION 1 SERIE C GOTA 3y GOTA 4 (C1-SCG3G4)

Resultado reportado

Cédigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempeiio
Gota 3 Gota 4
03439 Fluorometria - Labsystems 4,11 3,98 4,05 0,3 Aceptable
08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 3,30 3,30 3,30 -0,1 Aceptable
10690 Colorimetria- Zentech 4,75 4,05 4,40 0,5 Aceptable
10770 ELISA -BornSafe 6,03 18,94 12,49 4,9 Inaceptable
11208 Colorimetria- Zentech 3,40 3,90 3,65 0,1 Aceptable
11274 Fluoroinmunoensayo a tiempo 6,10 6,10 6,10 1,4 Aceptable
resuelto - Delfia
13942 Fluorometria - Labsystems 4,95 4,82 4,89 0,8 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 3,09 2,37 2,73 -0,4 Aceptable
15440 Fluorometria - Labsystems 1,33 1,64 1,49 -1,1 Aceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 2,15 2,47 2,31 -0,6 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 2,38 2,70 2,54 -0,5 Aceptable
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22416 Fluorometria - Labsystems 2,91 3,49 3,20 -0,1 Aceptable
28533 Colorimetria- Zentech 7,50 6,30 6,90 1,9 Aceptable
46688 Fluoroinmunoensayo a tiempo 2,92 3,04 2,98 -0,3 Aceptable
resuelto - Delfia
46698 Fluorometria - Labsystems 2,16 1,93 2,05 -0,8 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 4,78 4,29 4,54 0,6 Aceptable
46712 Fluoroinmunoensayo a tiempo 4,50 4,20 4,35 0,5 Aceptable
resuelto - Delfia

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con 1ISO 13528:2022.

Tabla 17. RONDA 2- CONCENTRACION 2.1 SERIE C GOTA 5y GOTA 6 (C2.1-SCG5G6)

- Resultado reportado
Codigo Método (mg/dL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempeiio
Gota 5 Gota 6
03439 Fluorometria - Labsystems 18,18 18,64 18,41 0,5 Aceptable
13942 Fluorometria - Labsystems 15,93 15,34 15,64 -0,5 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 19,77 20,61 20,19 1,2 Aceptable
15440 Fluorometria - Labsystems 13,75 14,26 14,01 -1,1 Aceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 15,17 14,85 15,01 -0,7 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 16,53 17,84 17,19 0,1 Aceptable
22416 Fluorometria - Labsystems 15,04 14,97 15,01 -0,7 Aceptable
46698 Fluorometria - Labsystems 18,16 15,89 17,03 0,0 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 18,3 17,46 17,88 0,3 Aceptable

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Tabla 18. RONDA 2- CONCENTRACION 2.2 SERIE C GOTA 5y GOTA 6 (C2.2-SCG5G6)

- Resultado reportado

Cédigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempeiio
Gota 5 Gota 6

08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 10,20 9,50 9,85 -2,0 Aceptable
10690 Colorimetria- Zentech 13,55 16,65 15,10 0,4 Aceptable
10770 ELISA -BornSafe 27,14 30,45 28,80 6,6 Inaceptable
11208 Colorimetria- Zentech 14,50 13,80 14,15 0,0 Aceptable
11274 Fluoroinmunoensayo - Delfia 13,60 14,60 14,10 0,0 Aceptable
28533 Colorimetria- Zentech 15,10 14,70 14,90 0,3 Aceptable
46688 Fluoroinmunoensayo - Delfia 8,39 10,14 9,27 -2,2 Cuestionable
46712 Fluoroinmunoensayo - Delfia 16,00 14,00 15,00 0,4 Aceptable

Fuente: datos estimados del analisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.
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Tabla 19. RONDA 2- CONCENTRACION 3.1 SERIE C GOTA 1y GOTA 2 (C3.1-SCG1G2)

- Resultado reportado
Codigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempeiio
Gota 1 Gota 2
03439 Fluorometria - Labsystems 52,02 47,41 49,72 0,8 Aceptable
13942 Fluorometria - Labsystems 39,33 41,77 40,55 -0,9 Aceptable
14074 Fluorometria - Labsystems 56,53 63,07 59,80 2,6 Cuestionable
15440 Fluorometria - Labsystems 40,86 45,20 43,03 -0,4 Aceptable
17324 Fluorometria - Labsystems 45,09 44,32 44,71 -0,1 Aceptable
22335 Fluorometria - Labsystems 46,31 42,57 44,44 -0,2 Aceptable
22416 Fluorometria - Labsystems 46,32 44,56 45,44 0,0 Aceptable
46698 Fluorometria - Labsystems 52,74 50,71 51,73 1,1 Aceptable
46700 Fluorometria - Labsystems 49,59 46,75 48,17 0,5 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Tabla 20. RONDA 2- CONCENTRACION 3.2 SERIE C GOTA 1y GOTA 2 (C3.2-SCG1G2)

- Resultado reportado
Codigo Método (mgldL) Promedio | PuntajeZ’ | Desempefio
Gota 1 Gota 2
08150 Fluoroinmunoensayo - Delfia 23,30 24,10 23,70 -2,3 Cuestionable
10690 Colorimetria- Zentech 36,95 39,40 38,18 0,3 Aceptable
10770 ELISA -BornSafe 55,44 47,57 51,51 2,7 Cuestionable
11208 Colorimetria- Zentech 38,80 41,20 40,00 0,7 Aceptable
11274 Fluoroinmunoensayo - Delfia 27,70 29,80 28,75 -1,4 Aceptable
28533 Colorimetria- Zentech 34,40 36,90 35,65 -0,1 Aceptable
46688 Fluoroinmunoensayo - Delfia 25,01 26,56 25,79 -1,9 Aceptable
46712 Fluoroinmunoensayo - Delfia 36,30 37,50 36,90 0,1 Aceptable

Fuente: datos estimados del andlisis estadistico de acuerdo con ISO 13528:2022.

Este informe contiene 31 paginas en total, incluyendo los anexos
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