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1. INTRODUCCION

Los lineamientos que se aportan en este documento corresponden a diferentes alternativas para evaluar las caracteristicas
de desempefio de los métodos de ELISA del fabricante, en coherencia con las recomendaciones de organismos de
reconocida competencia técnica.

Es importante tener en cuenta que la ejecucion de ensayos de ELISA en el marco de la misionalidad de los LSP esta
orientada a los eventos de interés en Salud Publica, situacion que puede requerir adaptaciones de los modelos
referenciados en la bibliografia relacionada, en especial, los abordados por el Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI), cuyo campo de aplicacion se especializa en el laboratorio clinico. De igual forma, en algunos casos las opciones
de abordaje se extractan de versiones bibliograficas diferentes a la vigente; sin embargo, a la luz de la practicidad y
aplicabilidad, siguen siendo excelentes alternativas para el andlisis de datos; en cualquier caso, queda a criterio del usuario
de este documento, el aporte de valor a sus propios esquemas.

Por lo anterior, los criterios que se aportan en este documento recopilan las recomendaciones emitidas en la bibliografia y
se enriquecen con las experiencias de evaluacion de métodos que se han llevado a cabo en el Instituto Nacional de Salud,

como parte de los procesos de acreditacion de ensayos y el fortalecimiento de los esquemas de aseguramiento de la
validez del resultado.

2. OBJETIVO DEL LINEAMIENTO

Presentar criterios orientativos que permitan a los Laboratorios de Salud Publica (LSP) planificar y desarrollar ejercicios de
evaluacion de métodos de ensayo de ELISA desarrollados por el fabricante.

3. ALCANCE DEL LINEAMIENTO

Los criterios de evaluacion de caracter cualitativo y cuantitativo para métodos ELISA del fabricante.

4. DEFINICIONES ESPECIFICAS

e Acuerdo: corresponde a la probabilidad de encontrar el mismo resultado en dos muestras idénticas, analizadas en el
mismo laboratorio, bajo condiciones de repetibilidad. [ISO 16140-1]

¢ Analito: componente representado por un nombre o una cantidad medible. [EP12-A2 / ISO 17511]
NOTA — También puede ser entendido como la caracteristica medida en la muestra de ensayo.
NOTA DEL LABORATORIO — Esta definicion se alinea con la correspondiente a MENSURANDO definida en VIM
2012.

e Concordancia: corresponde a la probabilidad de encontrar el mismo resultado en dos muestras idénticas, cuando
son analizadas en condiciones de reproducibilidad o precision intermedia. [ISO 16140-1]
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e Control/Material de control: un dispositivo, solucién o preparacion liofilizada prevista para el uso en el proceso de
control de calidad [CLSI EP12-A2].

NOTA 1 — La reaccion esperada o concentracion del analito de interés es conocida dentro de los limites determinados
durante el proceso de preparacion y confirmacién para el uso previsto.

NOTA 2 — Los materiales de control no deben ser usados para calibracién dentro del mismo proceso en que se usen
como controles.

e Criterio de exactitud diagnéstica: el mejor criterio disponible para establecer la presencia/ausencia de una
condicion, evento o caracteristica de interés usando un solo método o una combinacién de métodos que incluyen
ensayos de laboratorio, imagenes diagnésticas, patologia e informacién clinica. [CLSI EP12-A2].

e Punto de corte: para ensayos cualitativos, el limite (umbral) por encima del cual el resultado es reportado como
positivo y por debajo del cual es reportado como negativo. [CLSI EP12-A2].

o Especificidad: el porcentaje (fraccion multiplicada por 100) de sujetos SIN la condicién target (determinada por
criterio exactitud diagnéstica) cuyos resultados de ensayo son negativos. [CLSI EP12-A2]

e Exactitud diagndstica (indice de validez o proporcion correcta de aciertos): grado de acuerdo entre la
informacion generada desde el ensayo bajo evaluacion y el criterio de exactitud diagndstica. [CLSI EP12-A2)].

e Falso negativo (FN Numero de resultados falsos negativos): resultado negativo para una muestra cuya condicién
de interés (analito/mensurando) esta presente (determinada por Criterio de exactitud diagnostica). [Adaptado CLSI
EP12-A2).

e Falso positivo (FP Niimero de resultados falsos positivos): resultado positivo para una muestra cuya condicién
de interés (analito/mensurando) estd ausente (determinada por Criterio de exactitud diagnostica). [Adaptado CLSI
EP12-A2).

e Limite del blanco: el resultado de medicion mas alto que probablemente se observe (con una probabilidad
establecida a) para una muestra blanco. [EP12-A2].

o Propiedad cualitativa, f, cualidad, m: propiedad de un fenémeno, cuerpo o sustancia, que no puede expresarse
cuantitativamente. [VIM 2012]

EJEMPLO 1 Sexo de una persona.
EJEMPLO 2 Color de una muestra de pintura.
EJEMPLO 3 Color de un indicador de ensayo (spot test) en quimica.

e Sensibilidad: el porcentaje (fraccién multiplicada por 100) de sujetos CON la condicion target (determinada por
criterio exactitud diagnostica) cuyos resultados de ensayo son positivos. [CLSI EP12-A2]

e Selectividad: capacidad del método para producir una respuesta para el analito de interés distinguible de las otras
respuestas de los demas componentes de una mezcla potencialmente compleja. [AEFI 2001].

NOTA — La especificidad se utiliza como sinénimo de la selectividad, aunque deberia reservarse para aquellas
situaciones donde la respuesta obtenida solo se puede producir con una unica entidad quimica.
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e Sesgo (Bias): diferencia entre los resultados obtenidos por un método de ensayo y el valor de referencia aceptado.
[CLSI EP12-A2/1SO 3534-1].

5. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS A INCLUIR EN EL PANEL DE EVALUACION

En los ejercicios pueden ser incluidos materiales de referencia comerciales o enviados en el marco de ensayos de aptitud
en caso de estar disponibles y en todos los casos deben ser incluidas muestras rutinarias que representen las matrices
que tipicamente se utilicen en la practica (sangre total, suero, plasma, sangre en papel de filtro, etc.), las cuales deben a
su vez, estar incluidas en las categorias/tipos de muestra declaradas como aplicables al ensayo por parte del fabricante.

El criterio de caracterizacion real del panel de muestras (criterio de exactitud diagnéstica) a analizar puede incluir, pero no
se limita a:

e Caracterizacion por proveedor externo. Corresponden a los paneles de referencia disponibles comercialmente los
cuales estan caracterizados cualitativamente; en algunas ocasiones se detalla el resultado en forma cuantitativa,
condicion que favorece la seleccidn de muestras con “bajos” contenidos del mensurando target.

e Caracterizacion por comparacion Interlaboratorios. Corresponden a muestras (naturales o sintéticas) cuya
caracterizacion se ha realizado por varios laboratorios en el marco de un programa de comparacién interlaboratorios.
Constituyen un material confiable para la evaluacién del método dado el contexto en que se genera la caracterizacion
real de las mismas.

e Caracterizacion por criterio clinico y valoracion por metodologias de mayor jerarquia metroldgica, valoradas
por plataformas de ensayo diferentes a la que se encuentra bajo estudio o utilizando estuches comerciales
de otros fabricantes. Las muestras rutinarias allegadas para estudio pueden ser valoradas por metodologias
diagnosticas y/o confirmatorias que proporcionan la caracterizacion real de la muestra; de igual forma es valido
incorporar el andlisis de caso desde el punto de vista clinico y epidemioldgico, para asumir como confiable la
caracterizacion respectiva, revisando cuidadosamente la evolucion clinica de la patologia asociada.

6. TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra a trabajar en el gjercicio de evaluacion de este tipo de métodos se debe determinar teniendo en
cuenta la informacion de validacién primaria suministrada por el fabricante para asegurar la adecuacion al uso previsto,
asi como si se identifica la necesidad de modificar alguna variable en la ejecucion del ensayo por una causa técnicamente
justificable.

Las muestras deben tener diferentes concentraciones del mensurando target, preferiblemente los que representan puntos
de decision clinica (puntos de corte), limites de referencia, o simplemente caer en regiones normales y anormales; es decir
se debe propender por verificar las caracteristicas de desempefio del método en todo el intervalo de medicién en
coherencia con el comportamiento seroldgico de la patologia asociada y teniendo en cuenta la viabilidad de obtencién.
Opciones 6ptimas para el nimero de muestras y sus niveles de concentracién dependeran de cémo la precision varia a
través de dicho intervalo. En cualquier caso, es aconsejable evitar niveles extremos que requieran extrapolar. [CLSI EP 15
A3].
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La seleccién y distribucion (No. muestras positivas/ No. muestras negativas) debe hacerse de manera equitativa,
opcionalmente también se puede considerar la prevalencia de la enfermedad [CLSI-EP12-A2], lo cual permite evaluar
equilibradamente la sensibilidad y especificidad estimadas del método.

Segun el escenario a trabajar y en coherencia con los criterios documentados en el Lineamiento ESTRATEGIAS PARA
LA CONSTRUCCION DE DISENOS EXPERIMENTALES DE VALIDACION VERSION 01 emitido en 2016 y otros
complementarios, se sugieren las siguientes estrategias para determinar el tamafio de muestra para el desarrollo del
gjercicio, respecto a la evaluaciéon de parametros (precision y veracidad). Para evaluacién de fases particulares se
presentan las opciones de tamafio de muestra en el respectivo apartado de abordaje:

6.1. Verificacion de un método del fabricante con soporte robusto de validacion primaria

Cuando el fabricante suministra informacién de estudios internos y externos aplicados al método utilizando un tamafio de
muestra superior a 30 muestras procesadas, se asume una evaluacion robusta de desempefio del método.

En estos casos se establece procesar minimo un N 2 33 de muestras positivas y un equivalente de muestras negativas;
este tamafio de muestra permite tener un nimero de datos estadisticamente valido para inferir el comportamiento de una
poblacion y adicionalmente suministra un margen razonable (10%) para sustraccién de datos atipicos.

6.2. Verificacion de un método del fabricante sin soporte robusto de validacion primaria

Cuando el fabricante suministra informacion de estudios internos y externos aplicados al método con un tamario de muestra
inferior a 30 muestras procesadas, no se puede tener certeza del nivel de robustez con el cual se desarroll6 la validacion
primaria, por tanto, es prudente adoptar criterios mas estrictos para evaluar el método.

En estos casos se establece procesar minimo un n 2 55 de muestras positivas y un equivalente de muestras negativas,
adoptando el criterio detallado en el documento CLSI EP12 A2 e incluyendo un margen razonable (10%) para sustraccién
de datos atipicos.

6.3. Validacion de modificacion de un método del fabricante

En algunos casos especificos y mediando una justificacion técnicamente valida, puede ser necesario ajustar una variable
en el proceso de ejecucion del método (por ejemplo, tiempos de incubacion). Para realizar una evaluacién del impacto de
la modificacién implementada, se debe trabajar un tamafio de muestra estadisticamente representativo (minimo un n=33),
el cual debe idealmente ser procesado en condiciones de precision intermedia (cambio de dia y/o analista) y enfocado a
evaluar el cambio a evaluar.

7. PARAMETROS A EVALUAR

7.1. Generalidades [CLSI EP 15 A3]

e Para métodos que requieren pretratamiento de las muestras antes del analisis (por ejemplo, adsorcién, dilucion, etc.),
se debe asegurar que cada réplica se someta a todos los pasos, es decir, el preprocesamiento, asi como el analisis

posterior.

e Las muestras deben prepararse y almacenarse para garantizar su estabilidad a lo largo del estudio. Una practica
comun es hacer alicuotas y congelarlas, siempre que sea apropiado para el mensurando. Al definir el volumen y el
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numero de las alicuotas se debe tener en cuenta los volimenes muertos y la posibilidad de que se necesiten corridas
adicionales.

e Cuando el método involucre una calibracién analitica, es aconsejable que cada analista participante realice dicho
ajuste, con el fin de incorporar este factor de variabilidad en el estudio de las caracteristicas del método.

e Para el andlisis de datos se debe realizar en todos los casos una evaluacion de los datos obtenidos teniendo en
cuenta la eventual presencia de datos atipicos. Aunque cualquier prueba adecuada puede usarse para justificar el
tratamiento de un resultado como dato atipico, el CLSI EP 15 A3 recomienda la prueba de Contraste de Grubb'’s. En
cualquier caso se debe evaluar la exclusion de un dato por la prueba estadistica, teniendo en cuenta el
comportamiento tipico del material de control evaluado y si el resultado practico de su presencia afecta o no el
resultado del estudio del parametro bajo estudio.

e De manera general en las conclusiones de Informe de evaluacion del método, se utiliza el término consistencia para
declarar el cumplimiento por parte del laboratorio con las especificaciones declaradas por el fabricante,

7.2. Evaluacion desde enfoque cualitativo
7.2.1. Identidad/Selectividad [AEF/EURACHEM/CLSI EP12-A2]

Es necesario establecer que la sefial producida en la etapa de medicion se debe Unicamente al mensurando target
(anticuerpos o antigeno(s) especificos del evento de interés) y no a la presencia de algo quimica o fisicamente similar o
que surja como una coincidencia; esta es la confirmacion de la identidad. La selectividad (especificidad) es atributo del
método que garantiza la confiabilidad de las mediciones en presencia de interferencias. Es bastante dificil establecer que
nada interfiere ya que siempre existe la posibilidad de encontrar alguna interferencia no reconocida hasta el momento. La
selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar cualquier otro estudio de cualquier otro
parametro de evaluacion, dado que debe conocerse en que grado la respuesta del método es Unicamente proporcionada
por el mensurando target. (AEFI; EURACHEM).

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacion del mensurando, tales como:

e Imposibilitar su identificacidn inequivoca (falsos positivos)
o Distorsionar la respuesta del mensurando; afectan normalmente a la pendiente y ordenada de una recta de calibracién
analitica (AEFI).

Para la evaluacién de estos parametros se establece de manera general utilizar muestras positivas (presencia de
mensurando target) y muestras que presentan algunos de los factores que pueden generar interferencia/limitaciones segun
lo documentado en la literatura cientifica relacionada con el diagnostico del evento de interés. De igual forma como parte
del ejercicio se deben incluir muestras negativas (ausencia del mensurando target) de pacientes sanos. Dentro del panel
a procesar es ideal incluir, siempre que estén disponibles, materiales de referencia plenamente caracterizados, otorgando
un peso significativo dentro de las muestras positivas que sean seleccionadas para el gjercicio.

Las herramientas propuestas para evaluacion se alinean con criterios documentados en CLSI para realizar comparacion
del método frente a especificaciones de caracterizacion establecidos por otros métodos de laboratorio y corresponden a:

e  Evaluacién identidad: se utiliza el parametro de porcentaje de ACUERDO POSITIVO
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e Evaluacién de selectividad: se utiliza el parametro de porcentaje de ACUERDO NEGATIVO, siendo indispensable
incluir muestras que presenten interferencia cuando estas estén identificadas en la bibliografia relacionada con el
evento de interés.

7.2.2. Precision
7.2.2.1. Acuerdo

En el andlisis cualitativo, la variable de acuerdo corresponde al criterio de PRECISION del método de ensayo y es
equivalente al enfoque de repetibilidad que se maneja para los métodos cuantitativos.

En el ejercicio de evaluacion, el analisis de acuerdo se estructura sobre la base de los resultados obtenidos al evaluar
réplicas de materiales de acuerdo con el tipo de ensayo en condiciones de repetibilidad, es decir manteniendo constante
el analista responsable, equipos, muestra, método y condiciones ambientales, realizados en un periodo de tiempo lo mas
corto posible.

El andlisis de esta variable se fundamenta en determinar la PROBABILIDAD que los resultados obtenidos (positivos o
negativos segun el enfoque del método) al analizar las réplicas del material de estudio, sean equivalentes entre si.

De manera consecutiva se van determinando las siguientes probabilidades:

e La probabilidad de obtener un resultado determinado en una réplica, mediante la relacion entre dicho resultado y el
total de muestras analizadas.

e  Laprobabilidad que un par de réplicas generen resultados equivalentes, es el cuadrado de la réplica individual.

e La probabilidad que todas las réplicas generen un mismo resultado entre si, es la suma de las obtenidas para
resultados positivos y negativos.

EI ACUERDO se calcula promediando las probabilidades de obtener pares con el mismo resultado y luego transformando
el dato obtenido a porcentaje.

7.2.2.2. Concordancia entre analistas

En el andlisis cualitativo, la variable de concordancia corresponde al criterio de PRECISION del método de ensayo y es
equivalente al enfoque de precision intermedia que se maneja para los métodos cuantitativos.

En el gjercicio de evaluacion el analisis de concordancia entre analistas se estructura sobre la base de los resultados
obtenidos al evaluar materiales de acuerdo al tipo de ensayo en condiciones de precision intermedia, modificando
tipicamente en el sistema de medicién el analista responsable y/o el dia de ejecucion del ensayo (tiempo); en caso de
modificar otros factores como equipos e incluso métodos (al tomar por ejemplo un método como referencia) se debe
declarar explicitamente en el disefio experimental del ejercicio.

El andlisis de esta variable se fundamenta en establecer la PROBABILIDAD que cada resultado obtenido (positivo o
negativo segun el enfoque del método), tenga otro(s) equivalente de todos los resultados generados por los diferentes
analista(s) o en diferentes dias de montaje.
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De manera consecutiva se van realizando los siguientes céalculos:

o Establecer el numero total de resultados con los que puede ser comparado cada dato obtenido basados en la
caracterizacion previa del material evaluado (criterio de exactitud diagnéstica), realizando posteriormente la respectiva
sumatoria.

o Establecer el nimero de resultados que experimentales demostraron ser equivalentes a cada dato obtenido,
realizando posteriormente la sumatoria.

o Establecer la relacion entre los equivalentes obtenidos experimentalmente y los que por criterio de exactitud
diagnéstica deberian presentarse; es decir:

Y. equivalencias experimentalmente obtenidas

Y equivalencias definidas por criterio de exactitud diagndstica
e Transformar el dato obtenido a porcentaje.
7.2.2.3. Concordancia frente a caracterizacion real
Para realizar el analisis mediante el indice Kappa se encuentran disponibles herramientas de analisis en software
estadisticos comerciales, sin embargo, a efectos de comprender la mecanica y significado de su célculo a continuacién se

presentan los pasos para realizarlo de forma manual:

e  Construir una tabla de contingencia de 2 x 2 de acuerdo con la siguiente estructura, registrando los acuerdos y
discrepancias entre los resultados obtenidos por los métodos:

CRITERIO DE EXACTITUD DIAGNOSTICA
METODO DE REFERENCIA Total
RESULTADO EXPERIMENTAL Positivo Negativo
METODO BAJO ESTUDIO
Positivo a b
Negativo c d S
Total t u N

Donde:
a NUmero de muestras para las cuales el resultado experimental y el criterio de exactitud diagnéstica corresponden

a resultados positivos
b NUmero de muestras para las cuales la caracterizacion por criterio de exactitud diagndstica define un resultado

negativo y el método bajo estudio genera uno positivo
c NUmero de muestras para las cuales la caracterizacion por criterio de exactitud diagndstica define un resultado

positivo y el método bajo estudio genera uno negativo
d NUmero de muestras para las cuales el resultado experimental y el criterio de exactitud diagnéstica corresponden

a resultados negativos
N Total de muestras analizadas
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e  Calcular el indice Kappa mediante la formula, donde Po la proporcion de acuerdos observados y Pe la proporcion de
acuerdos esperados en la hipdtesis de independencia entre los métodos, es decir de acuerdos por azar

Pp—P
k= (0] e
1- P,
Donde:
_a+d _ rt+su
PO - N y Pe - N2

e Interpretar el indice calculado: Para la valoracién se adopta la valoracion propuesta por Landis y Koch de acuerdo
con la siguiente escala de valoracion del k:

Indice kappa Grado de acuerdo
<0,00 Sin acuerdo
>0,00 - 0,20 Insignificante
0,21-0,40 Discreto
>0,41- 0,60 Moderado
0,61-0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

Es ideal que se obtenga un indice superior a 0,60 con respecto al criterio tomado como referencia.
7.2.3. Sensibilidad, Especificidad y Veracidad estimadas [CLSI EP12-A2]

Las caracteristicas de desempefio desde el punto de vista cualitativo asociadas con la veracidad, especificidad y
sensibilidad estimadas pueden definirse numéricamente. Estas se relacionan con las proporciones relativas de muestras
que se supone son positivas 0 negativas obtenidas en la aplicacién de la prueba bajo estudio, comparada con la verdadera
caracterizacion (criterio de exactitud diagnostica) de la muestra utilizada.

Después de haber realizado n ensayos, sus resultados se dividen en cuatro categorias:

Numero de muestras positivas, caracterizadas como tal, VERDADEROS POSITIVOS (VP)
Numero de muestras positivas, caracterizadas como negativas, FALSOS NEGATIVOS (FN)
Numero de muestras negativas, caracterizadas como tal, VERDADEROS NEGATIVOS (VN)
NUmero de muestras negativas, caracterizadas como positivas, FALSOS POSITIVOS (FP)

La caracterizacion de las muestras como POSITIVAS correspondera a aquella que contiene el mensurando de interés
y NEGATIVA, la que no lo contiene. Estas frecuencias se expresan en una tabla de 2 x 2 o tabla de contingencia, la cual
permite caracterizar el sistema fundamentado en el concepto de probabilidad, diferenciando las muestras en respuestas
binarias (positivo/negativo — reactivo/no reactivo) y estableciendo una comparacién respecto al resultado obtenido
mediante un método de referencia, confirmatorio o una caracterizacion incuestionable.
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Caracterizacion real de la muestra
Resultado obtenido al aplicar . .
el método Positivo (+) Negativo (-)
Presunto resultado (+) VP FP
Presunto resultado (-) FN VN

Posteriormente se calculan los siguientes parametros:

N = Numero total de muestras (VP+VN+FP+FN)
N. = NUmero de resultados caracterizados previamente como negativos (VN+FP)
N. = Numero de resultados caracterizados previamente como positivos (VP+FN)

A partir de esta informacion, se calculan los porcentajes de exactitud, especificidad y sensibilidad asi:

Veracidad (indice de validez/proporcion de aciertos) (VP+VN/N) * 100
Fraccion de positivos y negativos asignados correctamente

Sensibilidad estimada (VP/N+)* 100
Fraccion de los positivos totales correctamente asignada en el presunto resultado

Especificidad estimada (VN/N.)* 100
Fraccion de los negativos totales correctamente asignados en el presunto resultado

Tasa de falsos positivos FP/ (VN+FP)
Fraccion de los positivos observados, asignados erroneamente

Tasa de falsos negativos (FN/(VP+FN)
Fraccion de los negativos observados, asignados erréneamente

Para la sensibilidad y la especificidad se deben calcular los respectivos limites de confianza. Como criterio se adopta el
esquema planteado por el CLSI (1), el cual calcula los intervalos a un 95% de confianza de acuerdo con las siguientes
formulas y tomando los datos registrados en la tabla de contingencia de 2 x 2 obtenido en el gjercicio experimental:

Sensibilidad (Se)

[100X01$e_QZSe ’ 100X01$e+ QZSe]
Q3

Se Q3se

Donde:

01, =2*VP +3,84

FN
Q2. =1,96 \/(3 84+ 4)* VP« P
Q3. = 2(VP+FN) + 7,68
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15y — Q2 1 2
[100x L2 %504 L™ Psp)
Q3Sp
Donde:

Q1s,=2* VN +3,:84

VN
FP+VN

Q2. =1,96J(3 84 +4) * FP *

Q3. = 2(FP+VN) + 7,68
7.3. Evaluacion desde enfoque cuantitativo
7.3.1. Evaluacion de estabilidad de la muestra [AEFI - Parte 1V]

Dado que la estabilidad del mensurando tiene influencia directa los parametros que se estudian durante la evaluacién del
método, cuando se considere necesario demostrar la estabilidad de las muestras allegadas para estudio, controles y/o
materiales de referencia, se pueden evaluar los siguientes aspectos segun se determine:

Tiempo de transporte al laboratorio y condiciones de temperatura durante dicho periodo

Tiempo y condiciones de almacenamiento en el laboratorio

Efectos de congelacion-descongelacion de muestras

Tiempo comprendido entre la preparacién/reconstitucion de controles o materiales de referencia y la finalizacion del
analisis, especialmente en aquellos métodos en los cuales permanecen por periodos prolongados de tiempo para ser
utilizados o analizados.

Es importante destacar que el estudio de estabilidad debe situarse de forma racional, dentro de lo que se considera la
practica real y la rutina de analisis del laboratorio o del transporte de las muestras, por lo cual, no seré necesario establecer
la estabilidad en un plazo que exceda el tiempo definido segun la naturaleza del ensayo, muestra, control o material de
referencia.

De manera general, el ejercicio se puede desarrollar mediante corrida de tres alicuotas del material idealmente de
concentraciones alta, media y baja (cuando aplique y de acuerdo con viabilidad respecto a las concentraciones tipicas del
mensurando en las muestras rutinarias) y en todos los casos dentro del rango de aplicacion del método, en las situaciones
que se definan van a ser evaluadas. Las particularidades en concentraciones y tiempos de analisis 0 almacenamiento
deben establecerse desde el disefio experimental y detallarse en el respectivo Informe de evaluacion del método.

La metodologia se fundamenta en mediciones iniciales del mensurando (basales) y mediciones posteriores luego de
almacenamiento en condiciones controladas, durante un periodo de tiempo relevante segun los lineamientos del método
analitico y las propiedades del mensurando. La estabilidad se determinara por comparacion de los datos basales y la
respuesta obtenida luego del almacenamiento mediante herramientas como:
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¢ Porcentaje de recuperacion frente a la concentracion basal: Se puede establecer mediante un criterio estadistico que
demuestre si existe o no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%.

e Comparacion de medias: Utilizando herramientas estadisticas tales como un analisis ANOVA.

En caso de que se evidencia incumplimiento frente al criterio establecido, se deben analizar, revisar y ajustar los factores
que se establezca, estan influyendo en la estabilidad de la muestra, control y/o materiales de referencia.

7.3.2. Efecto matriz [CLSI EP14-A3]

Para ensayos de ELISA puede ser necesario valorar si existe 0 no efecto matriz al aplicar el método sobre diferentes
matrices, para lo cual la metodologia recomendada por CLSI define que:

e  Se debe procesar un n minimo de veinte (20) muestras, idealmente frescas, aunque también es valido trabajar con
muestras congeladas. La concentracion de dichas muestras debe cubrir en lo posible el rango de medicion aplicable
y para el andlisis se deben organizar de manera ascendente en cuanto al resultado de absorbancia.

e Usando el método de ensayo a evaluar analizar las muestras al menos por triplicado, en una misma corrida analitica,
trabajando para el analisis la media de dichas réplicas.

e  Se deben analizar simultaneamente las matrices objeto de estudio. Si no puede realizar el andlisis simultaneo, se
debe demostrar que el almacenamiento de las muestras y las condiciones de ejecucion del ensayo no afectan
significativamente el resultado.

El anélisis de los datos debe ser realizado mediante las siguientes herramientas aplicadas secuencialmente;

Primera evaluacion: Método regresion lineal

o Tabular los resultados y aplicar una evaluacion de datos atipicos, aplicando el criterio técnico para su descarte de los
datos que van a ser objeto de analisis; esto se debe realizar mediante una herramienta como Contraste de Dixon para

los datos generados por muestra analizada.

o Graficar la media de los resultados de las muestras obtenidas en la matriz A (eje X) y la matriz B (eje Y) y calcular la
pendiente y el intercepto para la evaluacion inicial.

e \Verificar que los datos se adaptan al modelo lineal. Evaluar la presencia de efectos matriz, los cuales pueden
clasificarse de acuerdo con su naturaleza en:

o Aditivos: Se refieren a un desplazamiento positivo del cero en presencia de la matriz
o Multiplicativos se refieren a un cambio de la pendiente, y a su vez pueden clasificarse en:
Efecto traslacional (constante): Surge de las sefiales analiticas producidas por otras substancias presentes en la

muestra. Es independiente de la concentraciéon del mensurando. Afecta el intercepto, pero no la pendiente.
(background).
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Efecto rotacional (proporcional) surge cuando la sefial del mensurando es afectada por otras substancias
presentes en la muestra. La magnitud de este efecto es proporcional a la sefial analitica. Afecta la pendiente pero
no el intercepto (efecto matriz).

Tipos de efecto matriz

" Alatriz C

1
,

g Matriz B /z’ Efecto traslacional
= {efecto rotacional) o~ -
& - -
= // T .
g e
- P -
= P Matriz A
:l;}} /:.,”._;-"'- /./ (Mingun efecto)
A
i —
._»"j:’, =
b
|

Concentracidn

Fuente: FAO 2013
Segunda evaluacion: Método de distribucion de medias vs diferencias

e Examinar la dispersion de los resultados graficando la diferencia de los datos obtenidos en para la matriz Ay B (eje
Y) frente a los promedios de los datos obtenidos en las dos matrices (eje X); esto para cada muestra procesada.

e Examinar el comportamiento de los datos; tipicamente debe observarse que NO hay un patron especifico de
dispersion.

e En caso de observar que las diferencias aumentan en proporcién a la concentracion de analito, realizar una
transformacion logaritmica de los datos y repetir la mecanica de graficado.

De las evaluaciones realizadas se concluye que NO hay efecto matriz estadisticamente significativo si se cumplen los
siguientes criterios:

e Los datos graficados muestran una relacion lineal.

e Los datos obtenidos en la grafica de distribucion de medias vs diferencias muestran un patron aleatorio, es decir los
datos se ubican a la lado y lado de la linea media.

7.3.3. Limite del blanco [CLSI EP17 A2]
Para la evaluacién del limite del blanco se toman los datos correspondientes a las muestras blanco es decir las clasificadas

como negativas por criterio de exactitud diagnostica (no contienen el mensurando target) del panel definido para el
ejercicio, realizando la secuencia de analisis que se detalla a continuacién en el marco de aplicacion de opcién paramétrica:
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MEDIA DE MUESTRAS BLANCO Ms
DESVIACION ESTANDAR de B SDg
Factor que da el percentil 95 de una distribucion normal, corregido para c
el uso de la estimacion de la desviacion estandar observada P
Total de datos obtenidos B

Total de muestras analizadas

e  Se calcula la media (Ms) de los datos generados por las muestras blanco (negativas)
e Se calcula la desviacion estandar (SDs) de los datos generados por las muestras blanco (negativas)

e  Se calcula el percentil Cp de los datos mediante la siguiente formula:
1,645

1= {4 (Bl—K)}

El factor 1,645 representa el percentil 95 de una distribucién normal con un a = 0,05

Cp=

El término (B-K) representa los grados de libertad para la estimacion de la desviacion estandar de las muestras blanco
e  Se calcula el Limite del Blanco aplicando la siguiente formula:
LoB = Mg+ (Cp * SDy )
7.3.4. Precision
En el diagrama que se presenta a continuacion se definen las variables asociadas a la evaluacion del parametro de

precision; como parte del ejercicio de verificacion de los métodos en el LSP se valoran la repetibilidad del método y la
precision intermedia.

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia
Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

correo electronico: contactenos@ins.gov.co

3
@

Pagina web: www.in 7 % :
Llngea gratuita naC|onaI9018000 113400  SGS SGS

Pagina 14 de 28



INSTITUTO La salud
? :LCUISNAL DE es de todos s
Il

PRECISION

Y ! Y

PRECISION
REPETIBILIDAD INTERMEDIA

A A Y Y

EPETIBILIDA EPETIBILIDA| ENSAYOQOS DE COMPARACIONES
NSTRUMENTAI DEL METODO APTITUD INTERLABORATORIO,

A continuacién, se presentan aspectos generales a tener en cuenta en la evaluacion:

CAMBIOS EN ALGUNOS
ELEMENTOS DEL SISTEMA DE
MEDICION DENTRO DEL
LABORATORIO

e El material provisto (MR/MR/MQC/muestras rutinarias) para realizar la evaluacién de precision debe incluir una
cantidad adicional para prever situaciones como derrames, errores crasos en la obtencién del resultado, etc. La
cantidad de material preparado debe ser suficiente para ejecutar el ensayo y dejar una cantidad adecuada de reserva.
[ISO 5725-2]

e Cuando un material debe ser homogenizado, esto debe hacerse de la manera apropiada de acuerdo con lo
establecido en el respectivo método de ensayo. [ISO 5725-2]

e Laprecision es generalmente dependiente de la concentracion de analito (mensurando), y asi debe determinarse en
una serie de concentraciones a través del intervalo de interés. Si procede, la relacion entre la precision y la
concentracion de analito (mensurando) debe estar establecida. [EURACHEM]

7.3.4.1. Repetibilidad del método (Precision intra-corrida)

El ensayo de repetibilidad del método se realiza sobre una serie de alicuotas, de una muestra homogénea que se analiza

independientemente desde el principio (preparacién de la muestra) hasta el final (lectura de resultados) en condiciones

de repetibilidad. A continuacion, se presentan las opciones de estadisticos para estimar este parametro:

Coeficiente de variacion (CV) [CLSI EP 15 A3]

e  Se calcula mateméticamente mediante la siguiente formula:

%CV = =100

Xl w»n

Donde s corresponde a la desviacion estandar y X es la media calculada en el ejercicio de precision.
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Rango (R) [IUPAC Gold Book 2014]:

e En coherencia con los criterios documentados este documento que declaran el concepto de repetibilidad en algunos
contextos como “La repetibilidad puede definirse como la valor por debajo del cual la diferencia absoluta entre dos
resultados de ensayo individuales obtenidos en las condiciones descritas, puede esperarse que se encuentren con
una probabilidad especificada”, para esta aplicacion particular corresponde al valor absoluto de la diferencia entre los
resultados de absorbancia obtenidos de las réplicas procesadas en condiciones de repetibilidad.

e  Se calcula matematicamente como el valor absoluto de la diferencia del valor maximo de absorbancia menos el valor
minimo obtenido para las réplicas procesadas:

Riuestra = ABS(Absorbancia ,psxima — Absorbanciaminima)

Para efectos del andlisis se puede optar por alguna de las siguientes estrategias para determinar la repetibilidad:

e Repetibilidad agrupada no ponderada [GTC 84]: se realiza el calculo agrupado no ponderado de la repetibilidad del
laboratorio (donde A,B...n son los analistas autorizados para el ensayo), aplicando la siguiente formula:

S+ Ssg+ s
n
Donde:
s? v Repetibilidad de cada analista
n Numero de datos

e Desviacion estandar intra-corrida [CLSI EP15 A2]: se realiza la determinacion de la repetibilidad mediante la
aplicacion de la siguiente formula:

N
gzlzgzl(xdr - Xd)
D(n—-1)

Donde:

D = Numero total de dias/ analista(s)

n = NUmero total de réplicas por dia/ analista(s)

Xdr = Resultado por cada réplica en el dia/analista(s)
Xd = Promedio de todas las réplicas en el dia/analista(s)

7.3.4.2. Precision Intermedia

El objetivo del estudio de precisién intermedia es determinar la variabilidad del método, efectuando una serie de anélisis
sobre la misma muestra, en un mismo laboratorio, pero en condiciones operativas diferentes. Tipicos factores para estudiar
incluyen cambios en el dia de procesamiento y el analista, sin embargo, otros pueden ser incluidos de acuerdo con los
requerimientos de operatividad en la ejecucion del método.
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No es necesario estudiar cada uno de estos factores individualmente, sino que es suficiente comprobar que la variabilidad
aportada por el conjunto de factores esta dentro de los limites establecidos. Para este estudio las muestras deben ser
preparadas independientemente y analizarse como minimo por duplicado.

A continuacién, se plasma un ejemplo para el disefio experimental:

—

Cambia analista -
Cambian dias de

PRECISION - procesamiento
lINTERMEDIA DEL) - OTROS FACTORES
LABORATORIO ’ PUEDEN SER VARIADOY
\ V4 /
— _————
— - - -
- -~
-~ ~
-~ ~
-~ ~
P < LIDER LIDER LIDER ™~ N
y TECNICO 1 TECNICO 2 TECNICO 3 \
/ \
| |
\ N . ' Diaite 7 s Dbiaite 7 /
N - Dial . . Diaz | . Dia3z | y:
~ -

La estimacion de la precision intermedia se puede realizar mediante herramientas tales como:

e Calculo del porcentaje de coeficiente de variacion (o su equivalente desviacion estandar relativa) global de las
respuestas obtenidas, es decir, considerando cada resultado independientemente. [AEFI]

o Desviacion estandar inter-corrida [CLSI EP15 A2]: la estimacion de la precisién intermedia involucra los siguientes
pasos:

o Primer paso: determinar la desviacién estandar de la repetibilidad de acuerdo a lo detallado en el item anterior;

_ 2
2=1Z?=1(Xdr B Xd)
D(n—-1)

o Segundo paso: calcular la varianza de los promedios diarios (Sp?) utilizando la siguiente ecuacion:

2 23=1(Xd — )?)2
b = D—1

Donde:
D  Nuamero total de dias/analista(s)
X, Promedio de todas las réplicas en el dia.

X  Promedio de todos los resultados.
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o Tercer paso: calcular la precision intermedia (intralaboratorio) utilizando la siguiente ecuacién:

n—1 )
Sintermedia n * Sp + Sp

Donde:
n  Numero réplicas por dia

e Utilizando un ANOVA de un factor, en donde la precision intermedia se obtiene como la raiz cuadrada de la suma de
cuadrados de la precision dentro del grupo y entre grupos [CLSI EP 15 A3 - EURACHEM].

La metodologia propuesta utiliza el analisis de ANOVA como informacion base, entendida como una herramienta que
proporciona una estimacion de la variabilidad total del conjunto de datos para una muestra dentro del grupo y entre
grupos. En el contexto de este tipo de ejercicios la variabilidad dentro de grupo corresponde a la condicién de
repetibilidad y “entre grupos” corresponde a condiciones de precisién intermedia en donde es viable cambiar factores
como analista, dia de corrida, etc.; es decir, entre corridas. Para la estimacion se trabaja a partir de la siguiente tabla
que se obtiene al aplicar la prueba de ANOVA de un factor:

: SS MS
Orlg.e n.de = (Suma de (Promedio de los
variaciones
cuadrados) cuadrados)
Entre grupos SSp p-1 MSb
Dentro de los SS, N-p MSw
grupos
Total SStotal N-1

Fuente: EURACHEM 2014
Realizar los célculos siguiendo los pasos que se detallan a continuacion:

o Ladesviacion estandar de la repetibilidad sr, se obtiene calculando la raiz cuadrada del termino del cuadrado
medio dentro del grupo, que representa la varianza intra-grupo:

Sy = A/ MS,

o La contribucion a la variacion total del factor de agrupamiento (si) también se obtiene a partir de la tabla ANOVA:

MS, — MS,,
Sw — —_—
w n
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o La precisién intermedia puede, en consecuencia, calcularse combinando los componentes de la varianza intra-
grupo y entre grupos, descritos anteriormente:

— [e2 2
Sy (intermedia) — Sy + Sy

o Paraefectos de incorporar la precision intermedia como fuente de incertidumbre, esta debe ser expresada como
la desviacion estandar de la media, aplicando la siguiente formula [EURACHEM]:

Sy =

Si
Vn
7.3.4.3. Criterios de aceptacion

Para verificar la consistencia de las estimaciones de precision del laboratorio con las especificaciones definidas por el
fabricante, es necesario tener en cuenta las condiciones que fueron utilizadas en el estudio de validacion primaria de
precision, tales como niveles de concentracion del mensurando target, nimero de muestras, nimero de réplicas, etc. A
efectos practicos, no puede esperarse que la media de las concentraciones medidas en el estudio del laboratorio coincida
exactamente con las declaradas por el fabricante.

De manera general los % CV tabulados para la media mas cercana a una muestra puede ser adoptada razonablemente
como la especificacion del fabricante en esa concentracion. Sin embargo, a menudo puede ser mas apropiado para
determinar las especificaciones, utilizar estrategias de interpolacion o promedio de las estadisticas tabuladas en el inserto
del fabricante para niveles de concentracién cercanos al nivel evaluado [CLSI EP 15 A3].

e Se evalla la consistencia de la estimacion de repetibilidad en términos de %CV y rango de cada analista (A, B...X)
frente al criterio de precision establecido por el fabricante para cada tipo de resultado categérico obtenido
(positivo/negativo o reactivo/no reactivo).

e Encaso de no contar con esta informacién, se define experimentalmente, teniendo en cuenta que el maximo de %CV
idealmente debe corresponder al 20% para muestras positivas [CLSI EP17-A2).

e Silaestimacion de precision obtenida en el laboratorio no excede la especificacion del fabricante correspondiente, se
puede emitir cumplimiento con el criterio de consistencia de manera directa. En caso contrario, se debe llevar a cabo
una segunda parte de la verificacion de consistencia y comparar la estimacion obtenida con el Limite superior de
especificacion (UVL por sus siglas en inglés) correspondiente para la especificacion declarada. [CLSI EP 15 A3]. Esta
opcion es viable siempre y cuando el fabricante haya desarrollado un ejercicio de validacion de precision con
el esquema minimo de 5 réplicas por 5 dias de corrida:

o Determinar los grados de libertad del ejercicio asi:

=  Para comparacion de repetibilidad: calcular directamente como dfi = N — k, donde N es el nimero total de
resultados y k es el nimero de corridas.
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= Para comparacion de precision intermedia: calcular el radio p a un promedio de concentracidn dada asi:

%CV,,
%CV,

p =
Donde: CVw es la precision intermedia y CV: es la repetibilidad.

o Determinar los grados de libertad aproximados, dfw utilizando los datos de la Tabla 6 (CLSI EP15 A3) para
encontrar el valor de P que mas se aproxima al calculado y luego leer el valor dfw asociado.

o Usando los grados de libertad asociados a la evaluacion de repetibilidad df = dfr o precision intermedia df = dfw.,
segun corresponda, determinar el factor F de la Tabla 7 del documento CLSI EP15 A3 (Ver Tabla 2) en la entrada
correspondiente a la interseccidn de los grados de libertad df con el nimero total de muestras de prueba utilizadas
en el estudio completo de verificacion de precision.

o  Calcular el UVL como el factor F (extraido de la Tabla 7 CLSI EP15 A3) multiplicado por la especificacion asociada:
UVL = F+ %CV.

o Comparar la estimacion de precision obtenida en el laboratorio con el UVL para evaluar la respectiva consistencia.

S

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia ST,

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

fax: 220 7700 Ext. 1283-1269 - s

correo electronico: contactenos@ins.gov.co Y 9
SGS

Péagina web: www.in 7 :
Llngea gratuita naC|onaI9018000 113400 - SGS
Pagina 20 de 28



INSTITUTO y L5 salid
g:LCUIgNAL DE & datodos Minsalud

Table 6. df ,, as a Function of the Claims Ratio (p = ¢, / 6,), for Five to Seven Runs, Five Replicates per Run

5 Runs 6 Runs 7 Runs

P dfwi P dfwi P dfwi
2.74 5 3.02 6 3.27 7
2.06 6 2.25 7 242 8
178 7 1.93 8 2.06 9
162 8 1.74 9 1.85 10
151 9 1.62 10 1.71 11
143 10 1.52 11 1.61 12
137 11 1.46 12 1.54 13
132 12 1.40 13 148 14
1.28 13 1.35 14 1.42 15
1.24 14 132 15 1.38 16
121 15 1.28 16 1.35 17
1.19 16 1.25 17 1.31 18
116 17 1.23 18 1.29 19
114 18 1.20 19 1.26 20
1.12 19 1.18 20 1.24 21
1.10 20 116 21 1.22 22
1.08 21 114 22 1.20 23
1.05 22 112 23 118 24
1.03 23 111 24 1.16 25
1.00 24 1.09 25 1.14 26
1.07 26 113 27

1.05 27 111 28

1.03 28 1.10 29

1.00 29 1.08 30

1.07 31

1.05 32

1.03 33

1.00 34

Abbreviations: a,, manufacturer’s claim for repeatability; ¢,,,, manufacturer’s claim for within-
laboratory imprecision; df,,,, degrees of freedom for within-laboratory imprecision.

Fuente: CLSI EP15 A3
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Table 7. UVL Factors (F) as a Function of DF and Number of Samples (One to Six) in the Experiment
Number of Samples
1 r 3
= 1.49 1.60 1.66 171 174 176
6 145 1l L 161 165 167 170
7 142 151 156 160 162 1.65
8 1:39 148 153 1.56 1.58 1.60
9 1.37 1.45 1.50 1.53 ik 157
10 1.35 o 1.43 1.47 1.50 1.52 154
11 1.34 141 1.45 1.48 1.50 1)
12 132 1.39 143 146 148 149
13 131 138 142 144 146 147
14 1.30 1.37 140 1.42 1.44 146
15 1.29 1.35 1.39 141 143 1.44
16 1.28 134 138 1.40 141 143
17 1.27 133 1.36 139 1.40 141
18 127 132 135 1.37 1.39 140
19 1.26 1.31 1.34 1.36 1.38 1.39
20 125 1.31 134 1.36 137 138
21 1.25 1.30 133 135 1.36 1.37
22 . 124 . 129 . 132 i.34 1.35 1.36
23 1.24 1.29 il 1.33 1k - 1.36
24 1.23 128 131 132 134 1.35
25 1l 128 130 132 133 134
26 1.22 1l 130 131 132 134
27 1.22 1.26 1.29 131 1.32 133
28 1.22 1.26 128 130 1.31 1.32
29 1.21 1.26 128 130 131 132
30 1.21 1l 127 1.29 1.30 1.31
31 1.20 1.25 1.27 1.29 1.30 1.9l
32 1.20 1.24 1.27 1.28 1.29 1.30
33 1.20 1.24 1.26 1.28 1.29 1.30
34 1.20 124 1.26 1.27 1.28 1.29
Abbreviations: DF, degrees of freedom; UVL, upper verification limit

Fuente: CLSI EP15 A3
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7.3.4.4. Intervalos de confianza de la precision [AEFI]

Es opcional introducir los intervalos de confianza en el estudio de la precision. Estos intervalos deben determinarse para
cada nivel de concentracion estudiado.

Cuando el nimero de muestras es pequefio (inferior o igual a 30), las medidas independientes y la distribucion normal,
pueden calcularse de acuerdo con la distribucion t de Student segun:

e Para resultados individuales

X ttyg*s
e Para resultados obtenidos de n réplicas
_ S
X T ta*x—
Vn
Donde:
S Desviacion estandar (repetibilidad o precision intermedia)
tva Es el valor de t de Student tabulado para n mediciones con v= n-1 grados de libertad y para varios niveles

de significacion (el nivel mas usado es de a= 0.05, que corresponde a un nivel de confianza del 95%
n NUmero de réplicas procesadas

Generalmente se aceptan valores de precisién intermedia, inferiores al doble de la repetibilidad del método. En caso de
que no se cumpla, es necesario evaluar cual es el factor responsable de esta variabilidad. [AEFI]

7.3.5. Veracidad

Tres caracteristicas de desempefio relacionadas, veracidad, precisién e incertidumbre son utilizadas para describir la
calidad de los resultados obtenidos con un método [EURCAHEM). Por tanto, el concepto de exactitud en coherencia con
la definicién establecida en el VIM corresponde a la suma de precision y veracidad de un resultado. A continuacién, se
ilustra la relacion de los citados conceptos con el fin de abordar la evaluacion de veracidad con la claridad técnica requerida:
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Tipo de error Descripcion cualitativa Medida cuantitativa
efror sistematico —_— veracidad —_— sesgo
l 1 l lisesgo
error (total) — exactitud — incertidumbre
o medidas de dispersion
error aleatorio —_— precision —_— (5. RSD...) en condiciones
especificadas

Fuente: EURACHEM
La evaluacién de veracidad en el campo cuantitativo para los ensayos de ELISA se puede realizar desde dos criterios:

= Cumplimiento de los resultados obtenidos a partir de los controles de los estuches comerciales frente al criterio
establecido por el método del fabricante. En este caso la herramienta para evaluacién corresponde a la carta control
del material de control relacionado, la cual ademas de evaluar el comportamiento frente al limite del fabricante.

= Enelcaso de que el fabricante defina rangos de especificacion para el material de control de los estuches, se puede
evaluar la veracidad en términos de sesgo frente al punto medio del rango establecido.

7.3.6. Comparacion de métodos [CLSI EP12 A2]

En algunos casos el laboratorio puede requerir realizar un abordaje de comparacion de las especificaciones obtenidas en
la evaluacién de un método de ensayo, utilizando un método de referencia u otro método suficientemente estudiado o de
mayor jerarquia. En estos casos, la comparacion se desarrolla con un enfoque cualitativo, utilizando las siguientes
herramientas para el analisis:

El esquema CLSI permite evaluar el acuerdo (precision en términos de concordancia) entre los dos métodos bajo estudio;
sin embargo, es importante tener en cuenta que con esta herramienta no es posible analizar la veracidad (resultados
correctos, es decir, concordantes con la caracterizacion real).

e  Construir la tabla de contingencia de 2 x 2 con los resultados obtenidos por el método tomado como referencia y la
prueba rapida

Método tomado como referencia
Prueba rapida Positivo (+) Negativo (-) Total
Positivo (+) a b atb
Negativo (-) c d ctd
Total atc b+d N
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e  Calcular el porcentaje de acuerdo mediante la siguiente férmula: este indicador presenta una evaluacién del
acuerdo general entre los resultados obtenidos por la prueba répida y el método tomado como referencia mediante
la aplicacion de la siguiente formula:

Porcentaje de acuerdo total = 100 * (atd)

e Calcular el porcentaje de acuerdo positivo y negativo: permite evaluar independientemente el comportamiento de la
prueba rapida/método tomado como referencia correspondiente a las muestras positivas y negativas mediante la
aplicacion de las siguientes férmulas:

(@

Porcentaje de acuerdo positivo (PAP) = 100 * P

y
Porcentaje de acuerdo negativo (PAN) = 100 = b(-%

e  Establecer los intervalos de confianza de los porcentajes de acuerdo calculados: para cada pardmetro evaluado se
aplican las férmulas detalladas a continuacion:

Porcentaje de acuerdo total a un 95% de confianza

QL-02 4oLtz

[100x & = e

Donde:

Q1 =2(at+d)+ 3,84

Q2=1,96J3 84+ 4(a + d) + =

Q3=2N+7,68
Porcentaje de acuerdo positivo (PAP) a un 95% de confianza

[100 Qlpap — Q2pap , 100XQ1PAP+ QZPAP]

Q3pap Q3pap

Donde:
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_ 4ac
Q2pap = 1,96 /3,84+ o

Q3pp = 2(atc) +7,68

Porcentaje de acuerdo negativo (PAN) a un 95% de confianza

1 - Q2 1 2
[100xQ PAN —Q2paAN ’ 100xQ pAN*t Q PAN]
Q3paN Q3pAN

Donde:

Q1PAN = 2d + 3,84

_ , 4bd
QZPAN = 1,96 3,84 + (b+d)

Q3pay = 2(b+d) + 7,68

7.3.7. Revaluacion del método

Para el caso de los métodos ELISA, la revaluacion del método requiere repetir el ejercicio desarrollado inicialmente,
realizando el abordaje de acuerdo con el factor a evaluar asi:

e Paso del tiempo. El ejercicio debe ser realizado como méximo con periodicidad bianual y se puede abordar mediante
las siguientes estrategias:

o Revaluacion con informacion histérica del desempefio del método: consiste en consolidar datos obtenidos en el
marco de actividades de evaluacién del desempefio del personal / control de calidad analitico, para desarrollar
nuevamente el analisis de datos, aplicando las herramientas estadisticas pertinentes y emitir una actualizacién
del informe de evaluacién del método que dé cuenta del mantenimiento de las caracteristicas de desempefio del
mismo.

o Revaluacion prospectiva: consiste en desarrollar una evaluacién prospectiva, con abordaje de los parametros de
precisidn y veracidad del método. El andlisis de los datos debe realizarse desde el punto de vista cualitativo y
cuantitativo. Se sugiere trabajar un tamafio de muestra n calculado mediante la herramienta estadistica para
estimacién de una media (ver Anexo 01 del LINEAMIENTO TECNICO PARA LABORATORIOS DE SALUD
PUBLIQA ESTRATEGIAS PARA LA CONSTRUCCION DE DISENOS EXPERIMENTALES DE VALIDACION -
VERSION 01)

e Cambios a un método que ya ha sido evaluado. La inclusién de un cambio al método del fabricante debe ser
abordado como un ejercicio integral de evaluaciéon del método, segun los criterios declarados en el presente

documento.
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e Cambios fundamentales en infraestructura fisica. Dada la naturaleza del ensayo y siempre que sea posible
asegurar el cumplimiento de las condiciones ambientales (en especial de temperatura ambiente) para la ejecucion del
ensayo y ptimo funcionamiento de equipos, es valido que el ejercicio de revaluacidn se realice de manera equivalente
al planteado para el paso del tiempo.

e Cambios realizados por el organismo que publicé el método de ensayo: en este caso la evaluacion del método
se debe repetir con la extension necesaria de acuerdo con el impacto del cambio.
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