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LINEAMIENTO TECNICO PARA LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
ESTRATEGIAS PARA LA CONSTRUCCION DE DISENOS EXPERIMENTALES DE
VALIDACION - VERSION 01

1. INTRODUCCION

“No existe un procedimiento Unico de validacion aplicable a todas las circunstancias. Asi, diferentes
aplicaciones pueden exigir diferentes énfasis o prioridades. De la misma manera que un
rompecabezas puede ser descifrado aln sin haberlo armado en su totalidad, un estudio de
validacion, también, aln siendo parcial nos puede dar una cabal idea de la calidad del método
analitico en estudio” (2)

Hemos tomado este parrafo como el punto de partida mas coherente con el objetivo del presente
lineamiento, el cual pretende orientar a los Laboratorios de Salud Publica en la construccion de los
disefios experimentales aplicables para realizar la validacién de los métodos de ensayo que ejecuta,
en cumplimiento de su misionalidad como Laboratorios Departamentales de Referencia en el marco
del Sistema de Vigilancia en Salud Publica.

La validacion de un método analitico es un ejercicio que todo laboratorio debe desarrollar, con el fin
de demostrar de manera general que los métodos adoptados se comportan segun el uso previsto o
las especificaciones definidas cuando se ejecuta en el marco de su sistema de medicion particular:

S

METODO AMBIENTE
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La estructuracion cuidadosa del disefio experimental de la validacion independientemente de la
naturaleza y alcance del método de ensayo, permite desarrollar un ejercicio racional operativa y
econdémicamente guardando el equilibrio costo-beneficio necesario para su ejecucion, asegurando
asi la confiabilidad del resultado.

2. OBJETIVO DEL LINEAMIENTO

Brindar elementos de juicio y toma de decision, orientados a la estructuracion pertinente de disefios
experimentales de validacién, con el fin de que los Laboratorios de Salud Publica desarrollen sus
ejercicios de manera adecuada y suficiente para asegurar la calidad de los resultados analiticos
emitidos.

3. ALCANCE DEL LINEAMIENTO

Los ensayos adoptados y ejecutados en los Laboratorios de Salud Pudblica en el marco del Sistema
de Vigilancia en Salud Publica.

4. DEFINICIONES APLICABLES AL LINEAMIENTO

Las definiciones aplicables corresponden a las detalladas en el documento LINEAMIENTOS
TECNICOS PARA LA ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO,
publicado por la Subdireccién de Gestion de Calidad de Laboratorios de Salud Publica en 2015.

Adicionalmente se registran otras definiciones a tener en cuenta:

e item de ensayo: Corresponde a la denominacion que asigna la Norma NTC-ISO/IEC 17025 para
las muestras (bioldgicas, ambientales, alimentos, material entomolégico) que se analizan en el
marco de la ejecucién de los ensayos [Adaptado de Guideline for the Formulation of Scopes of
Accreditation for Laboratories ILAC-G18:04/2010].

¢ Documento normativo: Corresponde al documento de referencia y su fecha de ediciéon o
version, que describe los pasos para desarrollar el ensayo. Puede ser una norma nacional o
internacional o un documento no normalizado (por ejemplo: los métodos que disefa o desarrolla
el OEC, métodos especificados por el fabricante del equipo). [Formulario solicitud de acreditacion
— Organismo Nacional de Acreditacién de Colombia ONAC — Version 11]

Se debe tener en cuenta las recomendaciones y/o ajustes que puedan ser emitidas por el ONAC en
el marco de los ensayos en proceso de acreditacion o ya acreditados.

5. ASPECTOS A CONSIDERAR EN LA CONSTRUCCION DE UN DISENO EXPERIMENTAL DE
VALIDACION

A continuacién, iremos desarrollando cada uno de los aspectos contemplados en la estructuracion
de un disefio experimental de validacion, segun lo detallado en el documento LINEAMIENTOS
TECNICOS PARA LA ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO,
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publicado por la Subdireccién de Gestién de Calidad de Laboratorios de Salud Publica en 2015, con
el fin de aterrizar a escenarios reales y practicos los elementos de juicio a tener en cuenta para la
toma de decisiones respecto al disefio.

En todos los casos para desarrollar un ejercicio de validacion, se debe partir de la base de los
siguientes aspectos técnicos:

e El método de ensayo debe estar debidamente desafiado en su ejecucion por parte del
laboratorio: Esto implica que el método se conoce plenamente en cuanto a la naturaleza del
método de ensayo, los pasos de ejecucion, fundamentacion técnica, naturaleza y
comportamiento basico (repetibilidad/precisién intermedia/ exactitud (cuando aplica).

e Idealmente se debe haber realizado un ejercicio de estandarizacién, entendido como aquel que
se lleva a cabo de manera simplificada permitiendo asegurar que los resultados obtenidos son
precisos y exactos (cuando aplica), obteniendo evidencia objetiva (datos analizados y
consolidados en un informe de estandarizacion) del desempefio del método.

e Se debe tener certeza de que el sistema de medicidon se encuentra bajo control, es decir, que
contamos con instalaciones y condiciones ambientales caracterizadas, equipos controlados
metrolégicamente, Lider técnico y/o analistas con la competencia técnica requerida, método
controlado y que hay disponibilidad de items de ensayo (materiales de referencia certificados,
materiales de referencia y muestras rutinarias) en numero y volumen suficientes con las
caracteristicas de homogeneidad y estabilidad necesarias para el ejercicio.

En algunos casos no cumplimos estrictamente los aspectos sefialados anteriormente, es por ello,
que la construccién previa y detallada del disefio experimental permite identificar las problematicas
reales en nuestro laboratorio y definir estrategias para subsanar tales dificultades, garantizando un
control total del sistema de medicion previo al inicio del ejercicio de validacion.

La metodologia de construccion toma como punto de partida las recomendaciones emanadas de la
Subdireccién de Gestion de Calidad de Laboratorios de Salud Pudblica en 2015 a través del
documento LINEAMIENTOS TECNICOS PARA LA ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE
METODOS DE ENSAYO, desarrollando de manera practica cada aspecto relacionado.

5.1. Objetivo

“Se debe definir de manera puntual y concreta cual es el objetivo del ejercicio, detallando el tipo de
validacion a realizar, bacteria, virus o parasito target y el respectivo método de ensayo”. (1)

En este aspecto se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:

e Tipo de validacion a realizar: Retomando las definiciones de validacion declaradas en la
literatura y por ende en el documento LINEAMIENTOS TECNICOS PARA LA
ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO, podemos concretar el tipo
de ejercicio de validacion a desarrollar de acuerdo a los siguientes criterios:
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: TIPO DE EJERCICIO DE
TIPO DE METODO MARCO CONCEPTUAL APLICABILIDAD EN EL LSP VALIDACION APLICABLE
Basicamente corresponden a los ensayos
cuya fuente (documento normativo que
Son desarrollados por un organismo de | declara como se realiza el ensayo) se
normalizacion u ofra organizacién | encuentra en las normas ISO (ensayos Validacion secundaria también
NORMALIZADO reconocida cuyos métodos son | alimentos), Standard Methods . P
_— denominada Verificacion
generalmente aceptados por el sector | forthe Examination of Water and
técnico en cuestion. (3) Wastewater (ensayos aguas), Clinical
and Laboratory Standards Institute —
CLSI (ensayos clinicos)
Pueden haber sido desarrollados por el Validacié dod
propio laboratorio u otras partes o haber alidacion con un grado de
sido  adaptados de  métodos desarrollo que pgrm|ta asegurar
normalizados y validados. (3) fu(rlll::ii)lr?:rr?iaeﬁyigt%i%%s
, o Método normalizado modificado: responden a los criterios
(L)c:zscmetgtd%s que dls?_na do desarlrollz el Seran aquellos métodos normalizados establecidos en funcion de las
NO NORMALIZADOS » metodos normaizados empleados |, yaraciones  de mayor o menor | necesidades de los clientes y que
fuera} ‘del alcance prgwsto, relevancia (cambios en su ejecucién son adecuados al uso previsto
mod|ﬁgaC|ones de ~los ".‘?t°d°s utilizacion fuera de su alcance, etc.) ’
normalizados o métodos especificados ' Tipicamente se debe incluir
por el fabricante del equipo. [Formulario evaluacion de “robustez” del
,3\10“9'“:](1' %e icrf(jj'.tfc'p,z :j Oéga;nrlirg?o método frente al cambio deliberado
O?\ICA% i Veersié(;i 1|]aC|o € Lolombia que se ha introducido (modificacion)
Validacién secundaria también
denominada Verificacion
La verificacién debe ser tan amplia
como sea necesario para satisfacer
las necesidades del tipo o del
. . . campo de aplicacién dados, con
M | f :T L
Pueden haber sido desarrollados por el u: tng‘,’ ggtosa?]:gzgct)z c ;E:::&ir::neg base en la disponibilidad de
propio laboratorio u otras partes o haber | | ¢ 1 atodos del fabricante (estuches informacion de la validacion
sidlo  adaptados de  métodos comerciales para ELISA, VDRL, RPR primar.ia desarrollada por el
normalizados y validados. (3) métodos comerciales para identificacion fapncgnte o.el aval gue
de microorganismos, etc.) orgamzamonesIlnt.ernacwnalles
Los métodos que disefia o desarrolla el ?torgulen relcon?mmleptc:j a|| mgtogo
OEC, métodos normalizados empleados por ejemplo referencia del método
NO NORMALIZADOS fuera del alcance pre\/isto7 sustrato definido Colillert en el
modificaciones de  los  métodos Standard Methods

normalizados o métodos especificados
por el fabricante del equipo. [Formulario
solicitud de acreditacion — Organismo
Nacional de Acreditacién de Colombia
ONAC - Version 11]

for the Examination of Water and
Wastewater para ensayos
microbiolégicos en aguas)

Método  desarrollado  por el
laboratorio: Este escenario tipicamente
no se encuentra en un LSP, sin embargo
a efectos practicos si se adoptara,
implicara el desarrollo integral de un
ejercicio de validacion que permita
demostrar |a aptitud para el uso previsto

Validacion primaria
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e Método de ensayo/analito target a validar: Se debe declarar el método de ensayo con su
nombre completo, es decir incluyendo la siguiente informacion, la cual se alinea con los
requerimientos del ente acreditador Organismo Nacional de Acreditacién de Colombia — ONAC
para definir el alcance de acreditacion [Formulario solicitud de acreditacion — Organismo
Nacional de Acreditacion de Colombia ONAC - Versién 11]; si bien la fuente y exigencia es
especifica en el escenario de acreditacion, este esquema se ajusta al deber ser, en la definicion
de cualquier método de ensayo:

o OBJETIVO DEL ENSAYO: Determinacion, identificacion, deteccion, recuento etc. (Por
ejemplo Determinacion de pH, Identificacion de Salmonella spp, Determinacién de
anticuerpos, anti-Trypanosoma cruzi, etc.).

o ANALITO: Por ejemplo anticuerpos IgM, anticuerpos IgG, recuento de colonias, pH, etc.

o MATRIZ: Suero, agua para consumo humano, alimentos, etc.

o METODO DE ENSAYO: Se debe indicar el método analitico aplicado en el ensayo
(gravimétrico, electrométrico, titulométrico, Enzimoinmunoensayo indirecto, etc.).

A manera orientativa se presenta un esquema mediante el cual se puede presentar el objetivo del
disefio:

Validacion secundaria Validacion de modificacion de un Re-validacion del
L (Verificacion) método normalizado método
Ejercicio a desarrollar
[l [l [l
Normalizado modificado
Normalizado [l Ngerll?artngﬁgo
Tipo de método Detalle de la modificacion
O O

Ensayo

Documento normativo/aiio

Cédigo método de ensayo

5.2. Alcance

Se debe definir en forma clara el alcance del ejercicio, lo cual incluye el microorganismo target y las
matrices sobre las cuales aplica. (1)

En este aspecto se debe declarar con detalle el analito target (microorganismo, anticuerpo, antigeno)
cuya identificacion, deteccion, recuento corresponde al método de ensayo a validar/verificar. De igual
forma se deben registrar los diferentes tipos de matrices aplicables al método.

Lo anterior se debe hacer en coherencia con el “uso” del método de ensayo en el LSP; por ejemplo
si para un método determinado se puede utilizar suero, plasma, sangre total y en el laboratorio sélo
se aplica sobre suero, esta Ultima matriz sera la que se registre en el alcance del ejercicio de
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validacion; esto permite adecuar el alcance a la operatividad y aplicabilidad real en el laboratorio y
elimina un posible “sobredimensionamiento” del mismo, lo cual afectaria el equilibrio costo-beneficio.
Si posterior a la validacién/verificacion se determina que es necesario ampliar el alcance en cuanto
a matrices, se disefiara y realizara el respectivo ejercicio para dar la cobertura requerida.

5.3. Responsables

“Relacién del personal responsable de llevar a cabo el gjercicio (Lider técnico y/o analistas) y de los
que revisaran y aprobaran los resultados del mismo”. (1)

Aqui se deben determinar los roles/cargos claves del sistema de gestion de calidad que tendran la
autoridad/responsabilidad para asegurar un adecuado desarrollo del ejercicio; en términos generales
puede corresponder a:

e Coordinador LSP: Su responsabilidad y autoridad debe estar encaminada para gestionar los
recursos requeridos para llevar a cabo el ejercicio de validacién/verificacién. De igual forma,
tipicamente es responsable de la revisién final y emision del Informe de validacion.

e Responsable Técnico de é&rea, Lider Técnico: Su responsabilidad se orienta a tener el
conocimiento y capacidad técnica para estructurar el disefio experimental del ejercicio de
validacion/verificacion, contando con la interaccion de los Lider técnico y/o analistas segun su
competencia. De igual forma son responsables de realizar el andlisis de los resultados, a fin de
presentarlos al Coordinador del LSP.

e Lider Técnico y/o analistas (segun se denominen los roles en el sistema de gestion de
calidad del LSP): Son responsables de la ejecucién de los ensayos en el marco del ejercicio de
validacion/verificacion, con el fin de presentar los respectivos resultados al Responsable Técnico
de &rea e interactuar en el analisis de datos.

Es claro que en algunos casos y de acuerdo a la organizacién interna del LSP, algunos roles pueden
ser responsabilidad de un mismo funcionario/contratista; sin embargo es importante entender que a
efectos de responsabilidades, estas son independientes y deberan ser asumidas por el o los
designados con la rigurosidad establecida, dando respuesta pertinente a las actividades requeridas.

5.4. Parametros a estudiar — Herramientas estadisticas para analisis

Fundamentado en los atributos del método de ensayo y el tipo de ejercicio a desarrollar, se
establecen los parametros a evaluar dentro del estudio, con el fin de determinar las caracteristicas
de desempefio. (1)

Este aspecto debe ser estructurado sobre la base de un conocimiento amplio y profundo de la
naturaleza y la metodologia de ejecucién del ensayo; a continuacién se presentan algunos criterios
de decisién, pero se debe tener en cuenta que cada método guarda semejanzas y diferencias con
otros y debe evaluarse exhaustivamente las necesidades de evaluacion de sus caracteristicas de
desempefio, todo ello a partir del concepto de SISTEMA DE MEDICION presentado previamente en
este documento.

De igual forma, es relevante consultar los esquemas especificos de abordaje para cada parametro
aplicable en el documento LINEAMIENTOS TECNICOS PARA LA ESTANDARIZACION Y

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

fax 220 7700 Ext.1283 - 1269 C 2 —‘?’T)l
e-mail: contactenos@ins.gov.co Pagina web: www.ins.gov.co 2000 Q“—g
linea gratuita nacional: 018000 113 400 =

7 de 32



Q INsTITUTO TODOS POR UN
NACIONAL DE
SaLup NUEvo P s
|

PAZ EQUIDAD EDUCACION

VALIDACION DE METODOS DE ENSAYO emitido por la Subdireccion de Gestién de Calidad de
los Laboratorios de Salud Publica en 2015; adicionalmente se brindan esquemas aplicables segun
tipo de ensayo y algunas referencias bibliograficas orientativas que pueden ser Utiles a la hora de
profundizar en los temas de interés.
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ENFOQUE DEL . HERRAMIENTAS DE ANALISIS / .
TIPO DE ENSAYO : PARAMETRO A ESTUDIAR ESTADISTICAS TIPICAMENTE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DE APOYO
ANALISIS APLICABLES
< Porcentaje de acuerdo CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
PRECISION - ACUERDO (Total — Positivo — Negativo) for evaluation of qualitative test performance (EP 12 version vigente)
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
. . for evaluation of qualitative test performance (EP 12 version vigente)
Porcentaje de concordancia
. indice kappa (tipicamente JUAN CANALEJO. Lépez de Ullibarri G.
PRECISION - CONCORDANCIA ppa {fip Medidas de concordancia - el indice Kappa
empleado cuando se pretende . ; .
f https://www fisterra.com/mbe/investiga/kappa/kappa2.pdf
comparar dos metodologias
CUALITATIVO analiticas) HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMON Y CAJAL. indice de concordancia
http://www.hrc.es/bioest/errores_2.html
% Sensibilidad
- % Selectividad/Especificidad
METODOS DE ELISA 0 ;
SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD " Exactitud CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
SENSIBILIDAD Intervalos de confianza for evaluation of qualitative test performance (EP 12 version vigente)
EXACTITUD g P 9
Con base en Tabla de contingencia
2x2
ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LA Porcentaie de recuperacion ASOCIACION ESPANOLA DE FARMACEUTICOS DE LA INDUSTRIA
MUESTRA I P Validacion de métodos analiticos. Barcelona. 2001: Parte I.
. Coeficiente variacion CLINIC_AL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
CUANTITATIVO PRECISION - REPETIBILIDAD Rango (diferencia entre réplicas) Precision Performance of S);re;ir:’)t:aj:ggnl\t/lsasurement Methods (EP 5
. . CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
PRECISION - PRECISION INTERMEDIA ANOVA (Varianza) Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (EP 5
version vigente)
) ) CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
LIMITE DEL BLANCO / LIMITE DE Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures (EP
DETECCION / LIMITE DE Limite del blanco 17 version vigente)
CUANTIFICACION Curvas POD AOAC Appendix H: Probability of Detection (POD) as a Statistical Model
METODOS DE ELISA CUANTITATIVO for the Validation of Qualitative Methods
EXACTITUD T Student para comparacion con CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.

(Frente a un valor establecido por el
fabricante o estadisticamente en el LSP
de un material de referencia comercial)

un valor verdadero

Error estandar

User Verification of Precision and Estimation of Bias (EP 15 version
vigente)
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ENFOQUE DEL . HERRAMIENTAS DE ANALISIS / .
TIPO DE ENSAYO ; PARAMETRO A ESTUDIAR ESTADISTICAS TIPICAMENTE REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DE APOYO
ANALISIS
APLICABLES
Coeficiente de variacion (%CV) EURACHEM The Fitness for Purpose of Analytical Methods A Laboratory
Desviacion estandar relativa (RDS) Guide to Method Validation and Related Topics (Ultima actualizacién
PRECISION Rango disponible en www.eurachem.org)
Porcentaje de diferencia relativa
(%RPD) INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY
EXACTITUD Porcentaje de recuperacion Harmonized guidelines for singlelaboratory validation of methods of
Porcentaje de error relativo analysis
METODOS PARA Andlisis de regresion lineal (ultima actualizacion http://www.iupac.org/)
ANALISIS FISICO CUANTITATIVO LINEALIDAD Prueba de bondad de ajuste
Quimicos STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER
AND WASTEWATER Parte 1000 (version vigente)
Célculo por formula . B .
LIMITE DETECCION / LIMITE DE Evidencia experimental de ASOCIACION ESPANOLA DE FARMACEUTICOS DE LA INDUSTRIA
CUANTIFICACION cumplimiento (Relacion %CV vs Validacion de métodos analiticos. Barcelona. 2001: Parte I.
concentracion)
MILLER & MILLER J. Estadistica y Quimiometria para Quimica
Analitica. Madrid. 2000. 42. Edicion
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
METOQOS PARA ' Porconaie de acuerdo for evaluation of qualitative test performance (EP 12 version vigente)
MICIQ;‘II;L}(ISI%SGICO CUALITATIVO PRECISION - ACUERDO (Total — Positivo — Negativo) AOAC Appendix J: AOAC INTERNATIONAL Methods
Committee Guidelines for Validation of Microbiological
Methods for Food and Environmental Surfaces
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
for evaluation of qualitative test performance (EP 12 version vigente)
Porcentaje de concordancia JUAN CANALEJO. Lépez de Ullibarri G.
. Medidas de concordancia — el indice Kappa
ME-I;\?\&?_?STSA RA CUALITATIVO PRECISION — CONCORDANCIA indice kappa (tipicamente https://www_fisterra.com/mbe/investiga/kappa/kappa2.pdf
MICROBIOLAGICO empleado cuando se pretende

comparar dos metodologias
analiticas)

HOSPITAL UNIVERSITARIO RAMON Y CAJAL. indice de concordancia
http://lwww.hrc.es/bioest/errores_2.html

AOAC Appendix J: AOAC INTERNATIONAL Methods
Committee Guidelines for Validation of Microbiological
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CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. User protocol
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CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.. Quality
o . Control for Commercial Microbial Identification Systems (M50 version
% Sensibilidad vigente)
% Selectividad/Especificidad 9
SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD % Exactitud . , . - -
e e crtarza | ©T0 %450 s o ey et it
EXACTITUD 9
Con base en T"‘zbi(azde contingencia AOAC Appendix J: AOAC INTERNATIONAL Methods
Committee Guidelines for Validation of Microbiological
Methods for Food and Environmental Surfaces
STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER
AND WASTEWATER Parte 1000 (version vigente)
ISO 16140 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Protocol for
the validation of alternative Methods (version vigente)
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures (EP
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: LD 50
METODOS PARA LIMITE DE DETECCION / LIMITE DE LD AOAC Appendix H: Probability of Detection (POD) as a Statistical Model
ANALISIS CUALITATIVO ; S -
- CUANTIFICACION for the Validation of Qualitative Methods
MICROBIOLOGICO Curvas POD
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ANALISIS
APLICABLES
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (EP 5
PRECISION — REPETIBILIDAD Cogﬂmentg variacion version vigente)
Rango (diferencia entre réplicas)
STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER
AND WASTEWATER Parte 1000 (version vigente)
CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (EP 5
: : . version vigente)
CUANTITATIVO PRECISION - PRECISION INTERMEDIA ANOVA (Varianza)
STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER
AND WASTEWATER Parte 1000 (versidn vigente)
T St”"i’:\‘/’:ﬁ’r veriager " CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.
EXACTITUD User Verification of Precision and Estimation of Bias (EP 15 versién
. vigente)
] Error estandar
PROPORCIONALIDAD Indice de probabﬂ@ad Iggantmlca GTC 84 Cal[dad del agua. ‘G_wa para _Ia gn_entac!op acerca dg Ia.\{alldamon
de la proporcionalidad de métodos de andlisis microbiolégicos (Ultima actualizacion)
5 Porcentaje de diferencia relativa
PRECISION , (%RDP)
Indice de precision y recuperacion
(IPR) United States Enviromental Protection Agency EPA. Método
METODOS ] Crystosporidium y Giardia en Agua por Filtracion/IMS/FA
PARASITOLOGICOS EXACTITUD Indice de precisién y recuperacion (version vigente)
(Determinacion de en curso (OPR)
e o CUANTITATIVO
Cryptosporidium y Giardia

en aguas por
FILTRACION / IMS/ FA)

Porcentaje de recuperacién

LIMITE DE DETECCION / LIMITE DE

CUANTIFICACION

LD s0
LD 90

Curvas POD

AOAC Appendix H: Probability of Detection (POD) as a Statistical Model
for the Validation of Qualitative Methods

AOAC Appendix J: AOAC INTERNATIONAL Methods
Committee Guidelines for Validation of Microbiological
Methods for Food and Environmental Surfaces
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5.5. Modelo de ejecucién

5.5.1. Categorias y matrices

“Se debe especificar el tipo de muestras que se van a utilizar en el gjercicio (naturales, Materiales
de Referencia primarios 0 secundarios, estandares internos, controles de kits comerciales, etc.),
detallando la identificacién que se va a dar a las mismas y en el caso de Materiales de Referencia,
toda la informacion que soporte la vigencia y trazabilidad respectiva, incluidos los certificados de
calidad expedidos por el fabricante. Para las muestras naturales que se emplean, se debe registrar
la identificacion de la muestra y los datos que soporten la trazabilidad de la informacién relacionada

con su origen y caracterizacion”.

TIPO DE ENSAYO CATEGORIAS TRAZABILIDAD MATRICES
Con base en Certificado de
caracterizacion/calidad Material de referencia comercial
aportado por el fabricante
Con base en identificacion
Materiales de referencia asignada por el ente emisor
del programa y la Muestras de Control de calidad externo
] caracterizacién que se conoce remitido al LDSP
METODOS DE ELISA cuando se allega el informe de
resultados de participacion
Con base en identificacion
Unica asignada por el LSP a la o -
. Muestras con caracterizacion positiva
- muestra allegada para estudio . : :
Muestras rutinarias ] (absorbancias bajas/medias/altas) y
, €l método empleado para su .
. muestras negativas
procesamiento y resultado
final
Material de referencia certificado
o primario (fabricado por proveedor
Con ?:Zigc?gricz; zg'gﬁzdo de acreditado en Guia ISO 34 (para curvas
Materiales de referencia . . o de calibracién cuando aplica))
incertidumbre emitido por el - - -
fabricante Matenql de referenma cerhﬁca@o
METODOS P ARA AN ALISIS secundarloe(:aglrjlicaarst% N3Cj)acredﬂado
FISICOQUIMICO ——
Con base en identificacion
Unica asignada por el LSP a la Muestras de Agua para consumo
- muestra allegada para estudio | humano (tratada — natural superficial y
Muestras rutinarias . )
, €l método empleado para su subterranea)
procesamiento y resultado Muestras de agua de piscina
final
Material de referencia certificado
Con base en Certificado de primario (fabricado por proveedor
. . caracterizacion e acreditado en Guia ISO 34 (para curvas
Materiales de referencia . . o L
incertidumbre emitido por el de calibracion) para ensayos de
fabricante identificacion y susceptibilidad
antimicrobiana
METODOS PARA ANALISIS Con base en identificacion
MICROBIOLOGICO Unica asignada por el LSP a la Diferentes matrices allegadas para
muestra allegada para estudio estudio
Muestras rutinarias , €l método empleado para su (Aislamientos, muestras bioldgicas
procesamiento y resultado segun microorganismo a estudiar)
final
Identificacion asignada a las Agua (para Vibrio cholerae)
muestras por parte del LSP guatp
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Cryptosporidium y Giardia en

TIPO DE ENSAYO CATEGORIAS | TRAZABILIDAD | MATRICES
. Con base en Certificado de Material de referencia certificado
PARIRASE”T-SLDOOGSK:OS Materiales de referencia caracterizacion e primario (fabricado por proveedor

incertidumbre emitido por el
fabricante

acreditado en Guia ISO 34 (para IPR -

(Determinacion de OPR - Matriz spike)

Muestras de Agua para consumo

humano (tratada — natural superficial y
subterranea)

Muestras de agua de piscina

aguas por FILTRACION /
IMS/ FA)

Identificacion asignada a las

Muestras rutinarias muestras por parte del LSP

5.5.2.Tamafio de muestra

Debe definirse el tamafo de muestra para el ejercicio, criterio que puede proceder de lineamientos
establecidos en publicaciones relacionadas o célculo estadistico de la misma. (1)

Para establecer el nimero de muestras a trabajar en el ejercicio de validacién, se deben tener en
cuenta criterios estadisticamente validos que permitan definir un tamafio de muestra representativo
que a su vez evalle de manera adecuada el desempefio del método, evaluando adicionalmente el
impacto de costo-beneficio frente a los requerimientos analiticos y de los criterios de aseguramiento
de la calidad aplicables al LSP (NTC-ISO7IEC 17025 / Estandares de Calidad LSP).

El tamafio de muestra debe ser repartido entre muestras positivas y negativas, dando mayor peso a
las primeras (en todo el rango de aplicacién del método), pero dejando un margen razonable para
las segundas, a efectos de poder evaluar adecuadamente la selectividad/especificidad del método
cuando el analisis involucra un enfoque cualitativo.

A continuacion, se presentan algunos criterios (no se limitan a los detallados), que pueden ser

aplicados, con el correspondiente soporte estadistico y/o bibliografico:

) INFORMACION
OPCIONES DE CRITERIO / METODO DISPONIBLE SOBRE o
FUENTE BIBLIOGRAFICA RELACIONADO VALIDACION DEL TAMANO DE MUESTRA APROXIMADO
METODO
n calculado mediante la herramienta estadistica para
estimacién de una media
Metodolslque. declaran Utilizando herramienta estadistica (ver opciones en
especificaciones de .
- . Anexo 01 del presente documento). Para ello se debera
desempefio del método ~ .
- . " ) contar con el dato de desempefio del método
Validacién de métodos analiticos : basados en estudios . L -
METODO DE ELISA . correspondiente a la precision en términos de
A.E.F.I. 2001 internos y externos con . - o . .
. coeficiente de variacion, desviacion estandar relativa,
un tamafio de muestra ; )
A rango o un estadigrafo equivalente.
representativo (Con un n N S
El tamafio de muestra debe ser distribuido en el rango
mayor a 30) iy e .
de concentracién con clasificacion como minimo en
rango alto/medio y bajo (en términos de absorbancias o
fluorescencias obtenidas en la caracterizacién previas
de las muestras) y muestras negativas.
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) INFORMACION
OPCIONES DE CRITERIO / METODO DISPONIBLE SOBRE o
FUENTE BIBLIOGRAFICA RELACIONADO VALIDACION DEL TAMANO DE MUESTRA APROXIMADO
METODO
CI'SI%\(;’\IADLAA&'\IIDDS %QS%FT{GFE)RY El documento CLSI EP 15-A3 plantea lineamientos para
User Verification of Precision .an q Métodos que declaran evaluacién de precision y exactitud por el usuario (LSP).
Estimation of Bias (EP 15 version especificaciones de (Ver anexo 02).
vigents) desempefio del método
9 METODO DE ELISA basados en estudios El tamafio de muestra debe ser aplicado en el rango de
CLINICAL AND LABORATORY internos y externos con | concentracion con clasificacion como minimo en rango
STANDARDS INSTITUTE. User un tamafio de muestra alto/medio y bajo (en términos de absorbancias o
rotocol for evaluation of uélitative representativo (Conun n | fluorescencias obtenidas en la caracterizacion previas
P test performance (EP 12qversic')n mayor a 30) de las muestras) para la muestras positivas e incluir un
P vigente) panel de muestras negativas.
Un n =33 muestras
Este tamafio de muestra permite tener un nimero de
datos estadisticamente valido para inferir el
comportamiento de una poblacion y adicionalmente
Teorema del limite central suministra un margen razonable (10%) para sustraccion
(Referencias bibliograficas (5) y (6) de datos atipicos. (Ver Anexo 03)
El tamafio de muestra debe ser aplicado en el rango de
concentracién con clasificacién como minimo en rango
alto/medio y bajo (en términos de absorbancias o
fluorescencias obtenidas en la caracterizacién previas
de las muestras) para la muestras positivas e incluir un
panel de muestras negativas.
Métodos que declaran * EPA05-A3 plantea lineamientos para evaluacion de
CLINICA;?E,\?D;ARBD%RATORY especificaciones de precision cuando no se tiene conocimiento del
INSTITUTE. Evaluation of Precision ) desempefio del método, | desempefio. (Ver anexo 04)
‘ METODOS DE ELISA | pero no especifica el tipo

Performance of Quantitative
Measurement Methods (EP 5
version vigente)

CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE. User
protocol for evaluation of qualitative
test performance (EP 12 version
vigente)

INTERNATIONAL UNION OF PURE
AND APPLIED CHEMISTRY
Harmonized guidelines for
singlelaboratory validation of
methods of analysis
(Ultima actualizacion

http://www.iupac.org/)

de estudio y/o tamafio
de muestra empleado
para determinarlas

* EP 12-A2: Plantea tamafio de muestra para el enfoque
cualitativo con 50 muestras positivas y 50 muestras
negativas cuando no se tiene conocimiento del
desempefio del método.

Sobre la base de estos lineamientos y segin la
informacion que presente el fabricante y el
conocimiento del método (si ha sido trabajado en el
LSP), se debera seleccionar la herramienta para calculo
de tamafio de muestra que de mejor soporte al método
de acuerdo a su uso previsto.

El tamafio de muestra debe ser aplicado en el rango de
concentracién con clasificacion como minimo en rango
alto/medio y bajo (en términos de absorbancias o
fluorescencias obtenidas en la caracterizacion previas
de las muestras) para las muestras positivas e incluir un
panel de muestras negativas.
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) INFORMACION
OPCIONES DE CRITERIO / METODO DISPONIBLE SOBRE o
FUENTE BIBLIOGRAFICA RELACIONADO VALIDACION DEL TAMANO DE MUESTRA APROXIMADO
METODO
A efectos de métodos
normalizados para analisis
de aguas, los LSP deben
adoptar los establecidos n= 13 muestras para cada matriz incluida en el
en el STANDARD alcance del método y minimo en rangos de
METHODS FOR THE concentracion del analito gomo minimo degalto/medio
EXAMINATION OF o y
WATER I
AND WASTEWATER los . .
- Se deja un margen de tamafio de muestra, para
cuales tipicamente o i
eventual sustraccién de datos atipicos
declaran las
especificaciones de
desempefio de los
EURACHEM The Fitness for metodos
Purpose of Analytical Methods A )
Laboratory Guide to Method METODOS PARA Para métodos no
Validation and Related Topics ANALISIS normalizados del n calculado mediante la herramienta estadistica
(Ultima actualizacion disponible en FISICOQUIMICO fabricante que declaran
www.eurachem.org) especificaciones de Utilizando herramienta estadistica (ver Anexo 01 del
desempefio del método presente documento). Para ello se debera contar con el
basados en estudios dato de desempefio del método correspondiente a la
internos y externos con precision en términos de coeficiente de variacion,
un tamafio de muestra desviacion estandar relativa, rango o un estadigrafo
representativo (Conunn | equivalente.
mayor a 30)
Métodos que declaran Un n2 33 muestras
especificaciones de ~ . ,
~ p Este tamafio de muestra permite tener un numero de
desempefio del método, o - e
o . datos estadisticamente valido para inferir el
pero no especifica el tipo . o -
) " comportamiento de una poblacion y adicionalmente
de estudio y/o tamafio de g 0 -
suministra un margen razonable (10%) para sustraccion
muestra empleado para L
' de datos atipicos. (Ver anexo 03)
determinarlas
Validacion de métodos analiticos ;zglrgi?;?géﬁ;?ssemne;ﬁg;z
AEF.1.2001 no declaran
CLINICAL AND LABORATORY de‘:zrr’:cg%c:fj'gln;zg Zo Se recomienda adoptar los criterios establecidos en el
STANDARDS INSTITUTE. p ' | Anexo 01 cuando se emplean métodos normalizados.
User Verification of Precision and : por tanto de alguna forma
o . I METODOS PARA se deben establecer . . )
Estimation of Bias (EP 15 version ; . Para métodos no normalizados (del fabricante) como es
vigente) ANALISIS experimentaimente en el el caso de equipos semi y automatizados para
9 MICROBIOLOGICO laboratorio con base enun | . dentificacic quip fibilid y d antimicrobi P
tamafio de muestra identificacion y susceptibilidad antimicrobiana, se
CLINICAL AND LABORATORY recomienda seguir los criterios establecidos en el

STANDARDS INSTITUTE. User
protocol for evaluation of qualitative
test performance (EP 12 version
vigente)

estadisticamente
significativo, segun la
bibliografia aplicable
desde el ambito cualitativo
ylo cuantitativo

Anexo 02.
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) INFORMACION
OPCIONES DE CRITERIO / METODO DISPONIBLE SOBRE <
FUENTE BIBLIOGRAFICA RELACIONADO VALIDACION DEL TAMANO DE MUESTRA APROXIMADO
METODO
METODOS
United States Enviromental PARASITOLOGICOS El método establece con | De acuerdo a los criterios establecidos en el documento
Protection Agency EPA. Método (Determinacion de detalle los criterios de normativo para demostrar el aseguramiento de la
Crystosporidium y Giardia en Agua Cryptosporidium y precision y exactitud para | calidad del resultado. Esta recomendaciéon se emite
por Filtracion/IMS/FA Giardia en aguas por | forma parasitaria objeto de | sobre la base de la relacion costo-beneficio del ejercicio
(version vigente) FILTRACION / IMS/ identificacion y recuento | dado el elevado costo de cada prueba.
FA)

5.5.3.0btencién de muestras

Se debe declarar la fuente de las muestras y/o materiales de referencia empleados en el ejercicio y
la evidencia de que han estado en adecuadas condiciones de almacenamiento. (1)

Es importante determinar la fuente de las muestras a incluir en el ejercicio independientemente de
su naturaleza, con el fin de gestionar oportunamente su consecucién, cantidad y calidad requeridas.
A continuacion se propone un esquema general, el cual es susceptible de ajuste segun la
disponibilidad de los diferentes tipos de materiales/muestras a analizar:

Materiales de referencia certificados (primarios/secundarios): Implican la definicion de
especificaciones en cuanto a su caracterizacion y origen (fabricante acreditado Guia ISO 34 para el
caso de los MRC primarios), teniendo en cuenta la matriz en la cual se encuentra disponible el
analito, la cual en la medida de lo posible debe ser similar o equivalente a la que se maneja en las
muestras rutinarias (8). Se recomienda que su peso dentro del panel general de muestras no supere
el 30% del total de muestras analizadas.

Materiales de referencia: Se recomienda que su peso dentro del panel general de muestras no
supere el 20% del total de muestras analizadas y pueden corresponder a:

e Muestras remitidas en ejercicios de Ensayos de aptitud (12), teniendo en cuenta que se cuente
con la cantidad suficiente, exista similitud en la matriz respecto a las muestras que se analizan
rutinariamente, que los niveles del analito se encuentren en concentraciones medias/altas y que
el resultado de su caracterizacion (extractado del informe de participacién) haya sido evaluado
de manera idéntica por los participantes.

e Paneles comerciales cuyos fabricantes no estén acreditados en Guia 1ISO 34.

e Muestras remitidas en el marco del proceso de Evaluacién Externa del Desempefio liderado por
el Laboratorio nacional de Referencia, aplicando las mismas recomendaciones presentadas para
los MR provenientes de ensayos de aptitud.

Muestras frescas: Se deben incluir muestras frescas a efectos de obtener la mejor estimacion del
desempefio del método en las condiciones reales de trabajo (9). El peso de estas muestras en el
tamafio total de muestra idealmente debe corresponder al menos a un 20% del panel.

Muestras de retencion: Es viable utilizar muestras de retencion que han sido previamente
caracterizadas en el laboratorio, las cuales deben estar almacenadas en condiciones idéneas con el
fin de asegurar la estabilidad del analito en el tiempo (9).
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5.5.4.Caracterizacion e identificaciéon de muestras

Se debe detallar la caracterizacion de las muestras y/o materiales de referencia empleados con
evidencia de trazabilidad cuando aplique, asi como la identificacién que se manejara en el gjercicio,
con el fin de tener claridad para el analisis de datos. (1)

La caracterizacion e identificacion del panel de muestras debe ser en principio confidencial y
custodiado por el Responsable Técnico de Area o el Coordinador del LSP en caso que el
Responsable Técnico participe en el ejercicio de validacion.

Esta mecanica ademas de minimizar riesgo de sesgo para el Lider técnico y/o analista, permite que
el ejercicio de validacién sea transversalizado al de evaluacién del desempefio, con las diferencias
de rigor en la fase de andlisis de datos y enfoque requerido.

5.5.5. Reactivos

Se deben detallar los reactivos utilizados, especificando lote, vencimiento (si aplica) y anexando los
respectivos certificados de analisis o trazabilidad de los mismos. (1)

El listado de reactivos a emplear en el ejercicio de validacion se debe precisar junto con sus
especificaciones técnicas en la fase de disefio. Posteriormente en la fase de informe se debe
adicionar lo relacionado a lotes, certificados de calidad asociados, fichas de seguridad y fechas de
vencimiento segun aplique.

5.5.6.Equipos

Se debe realizar un listado de los equipos de medicién y auxiliares, detallando su identificacion y las
especificaciones técnicas e instrumentales de cada uno, segun aplique. (1)

En la fase de disefio se deben verificar las especificaciones de equipos, cuidando de registrar las
operaciones de confirmacién metroldgicas aplicables y las evidencias de su ejecucion previo al inicio
de la validacion.

5.6. Metodologia de ejecucidn

5.6.1.Fundamento del método de ensayo

Se debe detallar el fundamento del método de ensayo. (1)

En el disefio se debe incluir el fundamente declarado en el respectivo procedimiento de ensayo, esto
con el fin de asegurar la adecuada interpretacion de los resultados al momento del andlisis de datos.

5.6.2.Competencia técnica de los Lider técnico y/o analistas

Se debe presentar de manera resumida la evidencia de competencia técnica del personal Lider
técnico y/o analista que participa en el ejercicio. (1)

Esta evidencia corresponde a precisar el perfil de educacioén, formacién (cuando aplica) y experiencia
con relacidn al ensayo objeto de validacién. A continuacion, se amplia el enfoque para cada aspecto:

e Educacion: Entendida como su profesién, la cual debe ser afin a la naturaleza del ensayo objeto
de validacion.
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e Formacién: Actividades de capacitacidon y/o entrenamientos especificos que eventualmente
puedan ser relevantes para lograr la competencia requerida, por ejemplo, para el caso de
ensayos moleculares.

e Experiencia: Entendida como un minimo de tiempo de experiencia en el montaje del ensayo
especifico u otro de naturaleza equivalente, segun el ensayo objeto de validacién. Es
recomendable que este tiempo sea como minimo de seis (6) meses; en toda la competencia
técnica derivada de dicha experiencia sera validada en el marco del proceso de evaluacion del
desempefio.

5.6.3.Fuente de los datos

La recoleccién de datos debera hacerse en formatos de captura de resultados que hacen parte del
Sistema de Gestién de Calidad, a partir de los cuales se alimenta el formato que se haya disefiado
de acuerdo al tipo de analisis y el parametro a evaluar. (1)

Los datos primarios idealmente se deben recolectar en el formato disefiado para tal fin desde el
procedimiento de ensayo relacionado; debe contener como minimo:

e Referencia al método de ensayo ejecutado, citando el codigo del procedimiento de ensayo
relacionado

e Reactivos utilizados (Lote, marca, vencimiento segun aplique) cuando dicha trazabilidad no
queda registrada en otro formato.

e Cdbdigo metroldgico/ Numero de inventario de los equipos criticos para el ensayo

e Condiciones ambientales cuando éstas influyen en el resultado de ensayo y/o son especificadas
en el método adoptado.

¢ Identificacion de los items de ensayo (en este caso corresponde a la codificacion asignada para
el ejercicio)

e Fecha de ejecucion del ensayo (fecha de inicio de procesamiento, independientemente de la
duracion del ensayo)

e Tener espacio para impresion o adhesion de reportes generados por los equipos incluidos en la
paginacién correlativa del formato. Para el caso de reportes generados en papel térmico, éstos
deben ser fotocopiados y adjuntados al respectivo formato de datos primarios.

e Registro de unidades del resultado cuando aplica

e Formulas, calculos relacionados y/o parametros aplicables para establecer el resultado de
ensayo.

e La identificacién del Lider técnico y/o analista responsable de la ejecucion del ensayo.

5.6.4.Analisis de datos
Se debe aplicar la metodologia de analisis de acuerdo al tipo de ensayo y pardmetro a estudiar. (1)

Las herramientas tipicamente aplicables se detallan en el item Parametros a evaluar del presente
documento.

5.6.5.Criterios de aceptaciéon y rechazo

En este item se deben definir las especificaciones de desempefio del método, de tal forma que se
tenga el criterio para comparar los datos obtenidos para los diferentes pardmetros evaluados en el
ejercicio de Validacion. Dichos criterios pueden corresponder individualmente o en conjunto a
criterios definidos desde el método de ensayo u objetivos analiticos del laboratorio fundamentados
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en normatividad vigente y los requisitos del cliente. Cuando dichos criterios no se encuentren
documentados, el objetivo del ejercicio sera determinarlos. (1)

Se deben establecer los criterios de aceptacién/rechazo, detallando su fuente y especificacién, a
continuacion, se presentan algunos ejemplos:

Ensayo Dureza total

PARAMATERO FUENTE ESPECIFICACION
Standard Methods for the
Examination of Water
Precision and Wastewater % RDS: 2,9%
Edition 22t:2012
Method 2340C

Ensayo Determinacion de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi por WESTERN BLOT Estuche
comercial TESACruzi

PARAMATERO FUENTE ESPECIFICACION
En una evaluacion clinica de 651 muestras de
sueros de pacientes chagasicos (264) y no

Sensibilidad / Especificidad Inserto del Fabricante chagasicos (387) bien definidos por criterios
Biomerieux TESACruzi Version 1 clinicos, epidemiologicos y laboratoriales el
TESAcruzi presentd 100% de sensibilidad y 98,7%

de especificidad.

5.6.6. Presentacion de los datos

Se debe describir la metodologia de presentacién de los datos, tanto primarios como resultados de
analisis para que se reflejen en el Informe de Validacion. (1)

Se debe establecer el esquema de estructuracion y presentacion del informe de validacion, el cual
idealmente debe estar compuesto de:

e Informe de validacion: Debe desarrollar plenamente los items contenidos en el disefio y
adicionalmente presentar las conclusiones del ejercicio con una declaracion final de
cumplimiento del método con las especificaciones definidas.

e Anexos de andlisis de datos: Se deben adjuntar las evidencias que presentan el andlisis de datos
realizados tales como hojas de calculo, reporte de paquetes de andlisis estadisticos, etc.

e Soporte metrolégico: Es aconsejable adjuntar en el paquete de Informe de validacion, copias de
los informes de operaciones de confirmacion metrologica de los equipos involucrados en el
ejercicio de validacion realizado. Esto con el fin de facilitar el acceso a la informacién puntual en
escenarios de revision interna, seguimiento a Estandares de Calidad LSP, auditorias, etc.

e Datos primarios: Es aconsejable adjuntar los originales (o copias) de los datos primarios
registrados durante la ejecucion del ejercicio. Esto con el fin de facilitar el acceso a la informacion
puntual en escenarios de revision interna, seguimiento a Estandares de Calidad LSP, auditorias,
etc.
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ANEXO 01

MODELO APLICANDO TECNICA ESTADISTICA PARA ESTIMAR UNA MEDIA (7)

El calculo del tamafio de la muestra se realiza teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

Nivel de confianza: Porcentaje de confiabilidad del resultado; tipicamente se asume un 95% de
confianza como el valor que brinda un equilibrio entre los errores tipo | y Il respecto a la
aceptacion/rechazo de una determinada hip6tesis planteada.

Potencia de prueba: Se refiere al poder estadistico que se quiere dar a la prueba, es decir la
representatividad estadistica de la muestra determinada. Tipicamente se maneja un rango del
80% al 90%, siendo viable asumir mayor porcentaje teniendo en cuenta que redundara en un

aumento del tamafio de la muestra.

Establecer los parametros:

Probabilidad de error | (Riesgo a)

Nivel de confianza de la prueba

Probabilidad de error Il (Riesgo B)

Potencia de la prueba

Criterio de repetibilidad (s)

Desviacion maxima permitida (d)

Riesgo a fijado (bilateral) za2

Riesgo B fijado (unilateral) zg

Valores de z

: Tipicamente es asumido como un 5% (0,05)
c1l-a

. Puede escogerse entre un 5 a 20% de acuerdo a la
potencia que se desea tenga la prueba (0,05 - 0,20)

1-B

: Proviene de conocimiento previo de la variabilidad en la
medicion de una muestra determinada

. Proviene de informaciéon del método en donde se ha
establecido el valor total de la variabilidad permitida para el
método.

: Corresponde a factor estandar relacionado con el nivel de
riesgo para dos colas, de acuerdo a la tabla descrita a
continuacion.

: Corresponde a factor estdndar relacionado con el nivel de
riesgo para una cola, de acuerdo a la tabla descrita a
continuacion.

Riesgoa o B 0.10 0.05 0.01 0.001
Bilateral 1.65 1.96 2.58 3.29
Unilateral 1.28 1.65 2.33 3.09

(Fuente “Validacién de métodos analiticos” Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria)

Calcular el tamafio de muestra mediante la aplicacién de la formula:
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e Enlos documentos adjuntos al presente lineamiento se proporciona archivo Excel para el calculo

por esta metodologia.

¢ En caso que no se cuente con la informacion relativa al parametro (s) o (d) se asumiran valores
equivalentes para no afectar el calculo del tamafio de muestra, ya que en la férmula aplicable se
plantean como una relacién (divisién), esta practica permite obtener el maximo tamafio de
muestra posible, el cual corresponde tipicamente a quince muestras, las cuales deben ser
repartidas de manera equitativa entre positivas y negativas (si esta involucrado un andlisis

cualitativo de los resultados) o en el rango de uso del método a nivel cuantitativo.

A continuacién, se ejemplifica un caso aplicable para ensayos de ELISA y microbiolégicos

cualitativos:
15 muestras 15 muestras
1 2
Dias
Analistas A B A B
Réplicas i i i ii i i i ii
Muestras 15
Dias 2
Analistas 2
Réplicas por 5
muestra
15 x2x2x2 120 CAMBIO DE ANALISTA Y DiA DE MONTAIJE
NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al li , . .
correr por duplicado Por dos dias de montaje Por dos analistas
cada muestra
MUESTRAS POSITIVAS 9 18 36 72
MUESTRAS NEGATIVAS 6 12 24 48
TOTAL DATA 120

Mismo escenario para un ensayo fisicoquimico en cuanto a esquema de corrida, con obtencién

de datos asi:
NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al correr por duplicado Por dos dias de i
. Por dos analistas
cada muestra montaje
RANGO ALTO 5 10 20 40
RANGO MEDIO 5 10 20 40
RANGO BAIO 5 10 20 40
TOTAL DATA 120
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e En cualquier caso y dado que la herramienta puede arrojar bajos tamafio de muestra segun el
comportamiento del método, es aconsejable manejar un minimo de 10 muestras en todo el rango
(6 positivas y 4 negativas si se debe realizar andlisis desde el ambito cualitativo o 10 en todo el
rango para cuantitativos), con el fin obtener al final una data significativa, que permita sustraccion
de méximo un dato atipico y poder evaluar el desempefio del método en el &mbito cualitativo
(segun aplique) y cuantitativo adecuadamente.

A continuacion se ejemplifica un caso aplicable para ensayos de ELISA y microbiolégicos

cualitativos:
10 muestras 10 muestras
Dias 1 2
Analistas A B A B
Réplicas i ii i ii i ii i ii
Muestras 10
Dias 2
Analistas 2
Réplicas por 2
muestra
9x2x2x2 80 CAMBIO DE ANALISTA Y DIiA DE MONTAIJE

NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al cor.rer por Por dos dias de .
duplicado . Por dos analistas
montaje
cada muestra
MUESTRAS POSITIVAS 6 12 24 48
MUESTRAS NEGATIVAS 4 8 16 32
TOTAL DATA 80

Mismo escenario para un ensayo fisicoquimico en cuanto a esquema de corrida, con obtencion

de datos asi:
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NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al correr por duplicado Por dos dias de .
. Por dos analistas
cada muestra montaje

RANGO ALTO 3 6 12 24

RANGO MEDIO 3 6 12 24

RANGO BAJO 4 8 16 32

TOTAL DATA 80
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ANEXO 02
MODELO CLSI EP 15- A3/ CLSI EP 12-A2 / ICH Q2R1 [(9) / (10) / (11)]

Este documento presenta la opcion de evaluacion del método trabajando cinco dias, cinco réplicas
de muestra cada dia para obtencién de un total de 25 datos. Sin embargo se debe tener en cuenta
gue este disefio (5 x 5) NO contempla la evaluacién de precision intermedia entre Lider técnico y/o
analistas, lo cual a efectos de validacion en el marco de Estandares de Calidad LSP y acreditacion
se debe cumplir. Con base en lo anterior, a continuacion se presenta una opcién de adaptacion del
disefio:

Numero de muestras: Dado que el documento declara el uso de minimo dos muestras para el
tamafio de muestra, lo cual no da el soporte requerido para evaluacién de precision intermedia con
cambio de Lider técnico y/o analista segun ya se explicd, se aconseja adoptar los establecidos para
estudios de repetibilidad en el documento (11), el cual corresponde a trabajar:

e Muestras positivas: Tres niveles de concentracion con minimo tres muestras por nivel, para un
total de 9 muestras positivas en todo el rango de uso del método.

e Muestras negativas: Dado que los ensayos de ELISA deben ser evaluados desde el ambito
cualitativo y cuantitativo y con el fin de contar con un tamafio de muestra representativo para
evaluar selectividad/especificidad se recomienda trabajar minimo nueve (9) muestras negativas.

Este modelo de tamafio de muestra adicionalmente permite dar un equilibro efectivo entre 50% de
muestras positivas y 50% de muestras negativas segun declara el documento CLSI EP12-A2 (10) y
no representa mayor inversion respecto al esquema planteado segun el Anexo 01.

Disefio de corrida: Se trabajaran las 18 muestras segun lo establecido en la vifieta anterior, las
cuales seran procesadas por dos Lider técnico y/o analistas en dos dias diferentes. A continuacién
se presenta el modelo de corrida propuesto:

18 muestras 18 muestras
Dias 1 2
Analistas A B A B
Réplicas i ii i ii i ii i ii
Muestras 18
Dias 2
Analistas 2
Réplicas por 5
muestra
AMBIO DE ANALISTA Y CAMBIO DE DIA DE
18 x2x2x2 144 ¢ © S ¢ ©
MONTAIJE
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Numero de muestras

NUMERO DE DATOS

Al correr por duplicado

Por dos dias de montaje

Por dos analistas

MUESTRAS POSITIVAS 9 18 36 72
MUESTRAS NEGATIVAS 9 18 36 72
TOTAL DATA 144
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ANEXO 03

MODELO DE TAMARO DE MUESTRA DESDE EL TEOREMA DEL LiMITE CENTRAL
/ CLSI EP 12-A2 [(5)/ (6) / (10)]

Tomando lo establecido desde el Teorema del Limite Central y algunas referencias bibliograficas
declaradas en este documento, se puede definir de manera general la representatividad de un n= 30
como un tamafio de muestra estadisticamente valido para la evaluacion del desempefio de un
método de ensayo, adicionando tres (3) muestras mas, con el fin de contar con un margen razonable
de sustraccion de datos atipicos (10%) de la totalidad que pasa a la fase de andlisis en el marco de
la validacion. Cabe anotar que referencias bibliograficas CLSI (EP 05-A3) declaran que el maximo
porcentaje para sustraccion de datos atipicos no debe superar el 3%. A continuacion se registra
textualmente la informacién consultada, la cual soporta la conclusién presentada en este parrafo:

Teorema del limite central (5):

Teorema del limite central

Si se seleccionan muestras aleatorias de n observaciones de una poblacion con
media p y desviacion estandar o, entonces, cuando n es grande, la distribucién

muestral de medias tendra aproximadamente una distribucion normal con una
media igual a p y una desviacién estandar de %—. La aproximacion sera cada
n

vez mas exacta a medida de que n sea cada vez mayor.

n=50

7

n=30

Teorema del limite central (6):

Si X1, X2, ..., Xn son variables aleatorias (discretas o continuas) independientes ,con idéntico modelo
de probabilidad, de valor medio y y varianza o? , entonces la distribucién de la variable

3 (K, + 5, +.0+ }(n)_nu_ (g K )-np

‘ oy~ py~

se aproxima a la de una variable normal tipificada N(0,1), mejorandose la calidad de la aproximacion
a medida que n aumenta. Este resultado prueba que el estadistico o estimador media muestral
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o H,+X, +...+X noX,
}{ — 1 2 no__ i
n g‘ n
se distribuye aproximadamente como una wvariable
[a]
N, —=)

~n

o, de manera equivalente, que

X-—n
o /N

se distribuye aproximadamente como una variable N{0,1)

Con caracter general, o al menos en los modelos de probabilidad clasicos, se admite una
aproximacién aceptable al modelo normal siempre que n sea mayor o igual que 30, a pesar de que
esta cifra es insuficiente en determinados casos y excesiva en otros; por lo que debemos ser
cautelosos en su aplicacion.

Nimero de muestras: Este tamafio de muestra (n= 33) distribuidas entre muestras positivas (se
sugiere trabajar 17 en todo el rango de uso del método) y muestras negativas (se sugiere trabajar
16), permite tener un nUmero de datos estadisticamente valido para inferir el comportamiento de una
poblacion. Adicionalmente suministra un margen razonable (10%) para sustraccion de datos atipicos
y un equilibrio entre muestras positivas/negativas segin demanda el documento CLSI EP12-A2 (10).

Disefio de corrida: Se trabajaran las 33 muestras procesadas por dos Lider técnico y/o analistas
en dos dias diferentes.

A continuacion, se presenta el modelo correspondiente a un ensayo de ELISA:

33 muestras 33 muestras
p 1 2
Dias

Analistas A B A B

Réplicas i ii i i i ii i ii
Muestras 33
Dias 2
Analistas 2
Réplicas por )
muestra

CAMBIO DE ANALISTA Y CAMBIO DE DiA DE
33 x2x2x2 264 © S ©
MONTAIE
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Numero de muestras

NUMERO DE DATOS

Al correr por duplicado
cada muestra

Pordos dias de montaje

Por dos analistas

MUESTRAS POSITIVAS 17 34 68 136
MUESTRAS NEGATIVAS 16 32 64 128
TOTAL DATA 264

Mismo escenario para un ensayo fisicoquimico en cuanto a esquema de corrida, con obtencion de

datos asi:
NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al correr por duplicado Por dos dias de .
. Por dos analistas
cada muestra montaje
RANGO ALTO 11 22 44 88
RANGO MEDIO 11 22 44 88
RANGO BAJO 11 22 44 88
TOTAL DATA 264

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

fax 220 7700 Ext. 1283 - 1269

e-mail: contactenos@ins.gov.co Pagina web: www.ins.gov.co
linea gratuita nacional: 018000 113 400




Q e TODOS PORUN
NACIONAL DE
- SaLup NUEvo PA'S

PAZ EQUIDAD EDUCACION

ANEXO 04

MODELO CLSI EP 05- A3/ CLSI EP 12-A2 / ICH Q2R1 [(8) / (10) / (11)]

Este documento presenta opciones de disefio experimental para evaluaciéon del método, cuando no
se conoce con detalle el desempefio del mismo. El andlisis que se presenta a continuacion
representa una argumentacién técnica muy valida para dimensionar las decisiones que se tomen a
la hora de seleccionar las metodologias comerciales a emplear en el laboratorio en coherencia con
su responsabilidad de asegurar la calidad del resultado.

De igual forma revela técnicamente la importancia de revisar con detalle la informacion que presenta
el fabricante sobre la validacién primaria de su método, para que sea el punto de partida en la toma
de decisiones respecto a la adopcion de la metodologia. Los modelos son bastante exigentes a
efectos del tamafio de muestra; el LSP debe evaluar su viabilidad y relacién costo-beneficio frente a
la decisién de adoptar determinada metodologia para su rutina analitica.

A continuacion se presenta el disefio declarado en (8) para evaluacion completa de precision; sin
embargo se debe tener en cuenta que al igual que en la herramienta anterior (Anexo 03), estos NO
contemplan la evaluacion de precision intermedia entre Lider técnico y/o analistas:

20%x2%2

AR

L

El alto costo que puede representar aplicar este disefio para diferentes Lider técnico y/o analistas (al
menos dos, en 20 dias diferentes segun plantea el disefio original, trabajando un minimo tamafio de
muestra de 18 (9 positivas — 9 negativas) se presenta a continuacion:

18 muestras 18 muestras 18 muestras 18 muestras 18 muestras
; 1 5 10 15. 20
Dias
Analistas A B A B A B A B A
Réplicas i i i ii i i i i i ii i ii i i i i i i i
Muestras 18
Dias 20
Analistas 2
Réplicas por )
muestra
18 x20x2x2 1440 CAMBIO DE ANALISTA Y CAMBIO DE DIA DE MONTAIJE

| TOTAL DATA |
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Por lo anterior, se propone una adaptacion del mismo, el cual incluye desafio del panel completo,
cada muestra por duplicado, procesado por dos Lider técnico y/o analistas, restringiendo los dias de
montaje a cinco (criterio basico de dias de montaje declarado en (9)), tomando como base que se
trata que un método desarrollado por un fabricante que debe haber realizado su validacion primaria
con un nivel de robustez basico para ser autorizado a su comercializaciéon. A continuacién se detallan
los lineamientos relacionados:

Numero de muestras: Dado que el documento (8) no define criterios estadisticos para el tamafio
de muestra, se aconseja adoptar los establecidos para estudios de repetibilidad en el documento
(12), el cual corresponde a trabajar:

e Muestras positivas: Tres niveles de concentracién con minimo tres muestras por nivel, para un
total de 9 muestras positivas en todo el rango de uso del método.

e Muestras negativas: Dado que los ensayos de ELISA deben ser evaluados desde el &mbito
cualitativo/cuantitativo y con el fin de contar con un tamafio de muestra representativo para
evaluar selectividad/especificidad se recomienda trabajar minimo nueve (9) muestras negativas.

Este modelo de tamafio de muestra adicionalmente permite dar un equilibro entre 50% de muestras
positivas y 50% de muestras negativas segun declara el documento CLSI (10).

Disefio de corrida: Se trabajaran las 18 muestras segun lo establecido previamente, en un disefio
(18 x5 x2x2) asi:

18 muestras 18 muestras 18 muestras 18 muestras 18 muestras
) 1 2 3 4 5
Dias
Analistas A B A B A B A B A
Réplicas i i i i i i i i i i i i i i i i i i i ii
Muestras 18
Dias 5
Analistas 2
Réplicas por 5
muestra
18 x5x2x2 360 CAMBIO DE ANALISTA Y CAMBIO DE DIA DE MONTAIJE
NUMERO DE DATOS
Numero de muestras Al correr por duplicado Por cinco dias de .
X Por dos analistas
cada muestra montaje
MUESTRAS POSITIVAS 9 18 90 180
MUESTRAS NEGATIVAS 9 18 90 180
TOTAL DATA 360
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