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Resumen

Esta tesina propone una metodologia, la cual pueda servir de guia para la planificacion, eje-
cucion y andlisis de resultados obtenidos en los procedimientos de verificacion en pruebas
basadas en ensayos inmunoenziméticos de interpretacion cualitativa en enfermedad de Cha-

gas que se realizan en los laboratorios de diagndstico clinico.
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Objetivo

Desarrollar una metodologia con el fin de verificar pruebas basadas en ensayos inmunoen-
zimaticos espectrofotométricos en enfermedad de Chagas. Articulando la normatividad vi-
gente, protocolos consensuados por grupos de expertos, conceptos estadisticos, metodologi-
cos y el conocimiento documentado de la enfermedad de Chagas, que ademas pueda servir
para el desarrollo de protocolos que pretendan verificar pruebas cualitativas para otras enfer-

medades.






Introduccion

La verificacion es un requisito que debe ser cumplido de manera que, la prueba pueda ser
utilizada como instrumento de deteccion, satisfaciendo los requisitos conforme se estable-
ce en la normatividad[5]. Hay que hacer énfasis en que; dependiendo del tipo de prueba
que se quiera verificar, los pardmetros a evaluar son diferentes, siendo de tipo cualitativo y

cuantitativo. Para el caso de la enfermedad de Chagas son pruebas cualitativas.

Los instrumentos existen y se utilizan para realizar verificaciones, sin embargo, lo que no
existe es una metodologia que los conjunte para el desarrollo de los protocolos para realizar-
la. La normatividad sélo dice “;Qué se debe hacer?”, los protocolos responden a la pregunta
“Coémo se debe de hacer?”, mientras que los conceptos estadisticos y el conocimiento del
fendmeno, responde “;Con que se hace?”. Al no existir una metodologia que conjunte estos

elementos, se aumenta la probabilidad de emitir un veredicto sesgado.

En esta tesina se desarroll6 una metodologia que sirva como guia para el planteamiento
de protocolos que verifiquen pruebas de deteccion de anticuerpos para la enfermedad de
Chagas. Siendo posible que esta metodologia pueda ser usada para otros padecimientos o

enfermedades, con sus pertinentes modificaciones.






Parte 1

Aspectos Biologicos






CAPITULO 1

Aspectos biologicos

Definiciones operativas

Acuerdo Porcentaje total de casos en el cual dos métodos tienen el mismo resultado.

Historia natural  Se refiere a la progresion de un proceso de la enfermedad en un individuo con el
dela tiempo, en ausencia de tratamiento.

enfermedad

1.1. Enfermedad de Chagas [6]

La enfermedad de Chagas es autoctona del continente americano. Es causada por el pro-
tozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, se transmite al humano y otros mamiferos por
insectos vectores hemipteros de la subfamilia Triatominae, chupadores de sangre. Aunque
también puede transmitirse a través de transfusiones de sangre o trasplante de 6rganos, ver-
ticalmente de la madre infectada al hijo durante el embarazo, y por ingestion accidental de
alimentos contaminados. Se ha estimado que en los primeros afios de la década de los 90,
de 16 a 18 millones de individuos estaban infectados con 7. cruzi. [Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), 1991] sin embargo, gracias al éxito de las intervenciones para el control
vectorial y el tamizaje en donadores de sangre las cifras han disminuido entre 6 a 8 millones

en el 2010 (OMS 2014). Se estima, que 120 millones de individuos contindan en riesgo de



Aspectos biologicos

adquirir la infeccién.

1.2. Historia natural de la enfermedad

La enfermedad de Chagas tiene una evolucion natural y se divide dos fases, una aguda y
una crénica. La fase crénica se divide a la vez en dos tipos, asintomdtica y sintomatica.
A la fase cronica asintomaética también se le conoce como indeterminada, mientras que a
la fase crdnica sintomdtica tiene asociados alteraciones gastrointestinales, cardioldgicas y

neuroldgicas. Utilizando criterios de diagndstico y terapéuticos distintos en cada fase.

1.2.1. Fase aguda[7]

Las fase aguda de la enfermedad puede presentarse a cualquier edad. Sin embargo, la mayoria
de los casos son detectados antes de los 15 anos, siendo entre 1 a 5 afios la de mas alta
frecuencia. La fase aguda de la enfermedad empieza cuando el Trypanosoma cruzi entra
al cuerpo. Una reaccion local en la zona de entrada es seguida por un malestar general.
Todas las manifestaciones clinicas desaparecen después de 4-8 semanas. En esta fase las
pruebas parasitoldgicas son utilizadas para demostrar parasitos circulantes en la mayoria de

los individuos infectados.

1.2.2. Fase cronica[7]

La fase cronica de la enfermedad de Chagas comienza con la disminucién de la parasitemia
a niveles indetectables y manifestacion clinica de miocarditis aguda o meningoencefalitis.
Forma sintomatica y asintomatica, respectivamente. Esos cambios parasitologicos y clinicos

pueden suceder de 4-8 semanas después de la infeccion.

En individuos inmunocompetentes no tratados, se piensa que el nivel de parasitemia dismi-
nuye a consecuencia de un equilibrio alcanzado entre el parasito y la respuesta inmunoldgica
del individuo infectado. Este equilibrio puede durar por el resto de la vida del individuo, y

anticuerpos de la clase IgG contra 7. cruzi pueden ser detectados. Las métodos de diagndsti-

4 UNAM Estadistica Aplicada



1.2.3 Fase crénica indeterminada(asintomatica)

co tales como, xenodiagnostico o hemocultivo, pueden demostrar parasitos circulantes en al
menos la mitad de todos los individuos infectados varios afios después de que la infeccion se

origind.
1.2.3. Fase cronica indeterminada(asintomatica)[7]

La fase aguda es seguida por la forma crénica indeterminada de la enfermedad de Chagas.
Aproximadamente 50-70 % de los individuos infectados permanecerdn bajo esta condicién
por el resto de su vida. Aquellos con la forma indeterminada asintomadtica cuentan, por tanto,
con infeccion con 7. cruzi. En areas endémicas donde la transmision vectorial ain ocurre,
el humano actia como reservorio natural del 7. cruzi y contribuyendo al mantenimiento del
ciclo de vida del parasito. La mayoria de los pacientes con la forma indeterminada de la en-
fermedad se encuentran entre 20-50 afos(i.e son econdmicamente productivos). Pueden ser
identificados por encuestas epidemioldgicas, o por exdmenes serolégicos tales como aquellos

que donan sangre.

1.2.4. Diagnostico[6]

El diagnéstico etioldgico de la enfermedad de Chagas se basa en la valoracién clinica, epi-
demiologia y pruebas de laboratorio. Para el diagndstico de laboratorio, los examenes ade-
cuados dependen de la fase clinica del paciente. En la fase aguda los estudios se centran en
la bisqueda y reconocimiento del 7. cruzi en sangre (metodologia: técnica directa), porque
en las etapas iniciales de la enfermedad se encuentran parasitemias importantes y a medi-
da que transcurre la infeccion van disminuyendo hasta hacerse minimas. En la fase crénica
(asintomdtica o sintomdtica) las parasitemias son transitorias y por ello el diagndstico se
realiza fundamentalmente mediante el hallazgo de anticuerpos circulantes contra el 7. cruzi

(metodologia: técnica indirectas).

Estadistica Aplicada IIMAS 5
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1.3. Inmunodiagnostico[6]

El inmunodiagndstico se basa en la deteccion de anticuerpos especificos contra 7. cruzi sin
embargo, se debe entender que lo que se busca no es el pardsito y por tanto sus resultados
nunca proporcionardn certeza diagndstica y deben evaluarse en términos de probabilidad.
Para que la probabilidad se acerque a la certeza, es importante seleccionar adecuadamente
el método a emplear, el momento de la toma de muestra y la interpretacion apropiada de los

resultados.

El diagndstico por laboratorio se realiza en una muestra de sangre o suero del paciente, el
tipo de muestra y la técnica a realizar se determina con base en la fase en la que se encuentra

la enfermedad.

Para inmunodiagndstico se utiliza suero o plasma, para técnicas de cultivo o inoculacién en
modelo animal es sangre completa y laminillas con extendido y gota gruesa para técnicas

parasitoscdpicas en fase aguda.

El inmunodiagnéstico de la infeccién por 7. cruzi involucra una mezcla de anticuerpos diri-
gidos contra un gran nimero de antigenos parasitarios, con diferente concentracion, afinidad
y tiempo de aparicion. Puede haber expresion de diferentes mosaicos antigénicos entre las
distintas cepas y reactividad cruzada con microorganismos relacionados filogenéticamente

que comparten zonas geograficas.

Los distintos métodos y estuches de reactivos para el diagnostico pueden comportarse de ma-
nera diferente frente a una misma muestra y la evaluacién de desempefio de diferentes lotes
no son siempre consistentes con estudios previos. La especificidad del inmunodiagnéstico
para la tripanosomiasis americana es buena sin embargo, la sensibilidad es mayor hacia la
fase crénica sintomatica. La fuente de antigenos en los estuches comerciales o reactivos de
preparacion local son obtenidos a partir de diferentes cepas y fases del parésito, van desde
el pardsito integro, extractos crudos, extractos parcialmente purificados, antigenos recombi-

nantes de fase aguda o crénica, péptidos sintéticos, hasta antigenos quiméricos.

6 UNAM Estadistica Aplicada



1.3 Inmunodiagndstico

Los estuches de diagnostico son muy variables en su composicion antigénica y ninguno de
ellos alcanzan por si solo el 100 % de certeza diagnéstica(WHO, 2010), es por esto que, los
grupos de expertos internacionales de Tropical Disease Research (TDR)/World Health Or-
ganization (WHO) (TDR-WHO) recomiendan para tamiz, una técnica altamente sensible y
para diagnostico al menos dos pruebas en paralelo, de diferente formato. Con este disefo,
el diagndstico, puede alcanzar un rango de sensibilidad del 98-99.5 %. Es decir, para obte-
ner resultados mas seguros y concluyentes, se debe realizar mas de una técnica diagndstica.
Sin embargo, una limitante es la presencia de resultados indeterminados (resultados discre-
pantes), la frecuencia de estos obedece a las caracteristicas del desempefio de las pruebas

utilizadas.

Estadistica Aplicada IIMAS 7
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CAPITULO 2

Alcance de la verificacion

Definiciones operativas

Acuerdo

Porcentaje total de casos en el cual dos métodos tienen el mismo resultado.

Criterio de pre-
cision diagnosti-

co

El mejor criterio disponible para establecer la presencia o ausencia de la condi-
cion, evento o caracteristica de interés utilizando un solo método o combinacion
de métodos que incluyen pruebas de laboratorio, pruebas por imdgenes, patologia

e informacion clinica, incluido el seguimiento.[1]

Especificidad

Porcentaje de individuos sin la condicién blanco (como fue determinado por el cri-

terio de precision diagnéstico) los cuales tienen valores negativos en la prueba.[1]

Inserto

Manual que proveé el desarrollador en el cual se especifican la ejecucion de la

prueba, el estudio de precision, la sensibilidad y la especificidad.

Precision intra-

precision en un tiempo definido y operadores, dentro de la misma instalacién y con

laboratorio el mismo equipo. La calibracién y reactivos pueden variar.[8]

Repetitividad el acuerdo mds cercano entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo
mesurando llevado a cabo bajo las mismas condiciones de medicion.[8]

Sensibilidad Porcentaje de individuos con la condicién de blanco (como fue determinado

por el criterio de precision diagnéstico) los cuales tienen valores positivos en la

prueba.[1]

Valor de corte

para una prueba cualitativa, el umbral por encima del cual el resultado se reporta

como positivo y por debajo del cual el resultado se reporta como negativo.[1]
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Validez Externa  Representatividad de los elementos estudiados de la poblacion objetivo, siendo las
caracteristicas relevantes del proceso estudiado representativas de toda la pobla-

cion.

Validez Interna  Comparabilidad de grupos que no difieren en caracteristicas relevantes a la asocia-

cion entre la variable X e Y.

Verificacién Confirmacién mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cumplido

los requisitos especificados.[5]

Zona de baja ve- Region en donde la interaccién de las poblaciones reactivas y no reactivas afec-
racidad tan la exactitud de la prueba, disminuyendo la probabilidad de clasificacién del
especimen, con respecto a los parametros especificados de la prueba. A los resul-
tados obtenidos en esta region se les clasifica como falso positivo, falso negativo

o indeterminado.

Cuando se realiza cualquier procedimiento siempre es importante comprender cudl es el fin
y consecuentemente su importancia, considerando siempre que cualquier accion forma parte
de un proceso, el cual, se verd fuertemente influido por los resultados obtenidos de cada
una de las acciones que lo componen. Por lo anterior, es importante que en cada accidn se
consideren todos los aspectos tedricos y empiricos que se conocen para obtener evidencia

objetiva que sea lo mds precisa con el problema que se quiere resolver(realidad).

En sintesis y concretamente, una verificacion consiste en demostrar que las caracteristicas
declaradas por el fabricante/desarrollador se cumplan. Desde un punto de vista técnico es
relativamente sencillo demostrar que se cumplan las caracteristicas, no obstante se debe de
tener en cuenta que la prueba debe de ser de utilidad en la poblacién en donde se pretende

emplear.

Recordando que cada resultado obtenido con la prueba/método estd asociado a un paciente,
ya sea que esté o no infectado. Siendo el resultado de la prueba la evidencia para la gestién

clinica de tratar o no a un individuo.

Si en una verificacion no se articulan los aspectos necesarios(tedricos/practicos) para obtener
conclusiones objetivas y la prueba/método no tiene el alcance especificado por su fabrican-

te/desarrollador en la poblacion objetivo(ver seccion 3.1.1.1 Poblacién objetivo), y si esta es



2.1 Verificacion

implementada como herramienta de deteccidon o confirmacion, se podrian reportar estados
de salud que conlleven a decisiones en politicas de salud o médicas erréneas, dejando libres
potenciales fuentes de infeccidn o atentando contra la calidad y/o vida de un individuo, como

la salud de la poblacion.

Hasta este punto so6lo se ha definido a la verificacién como un proceso aislado, faltando

describir su lugar en el proceso rutinario de un laboratorio clinico o de salud publica.

Una verificacién no es procedimiento que se realice en un laboratorio clinico en su opera-
cidn rutinaria, es un servicio que generalmente ofrece el laboratorio de referencia que cuenta
con la autoridad y suficiencia técnica(estabilidad) para evaluar de manera experimental que
determinada prueba/método cumple con los requisitos especificados/declarados por su de-
sarrollador. Sin embargo, la normatividad mexicana vigente establece que los laboratorios
clinicos antes de implementar un nuevo método en su operacion rutinaria deben verificarlo,
lo que implica el desarrollo de un protocolo en donde se articulen los procedimientos ope-
rativos(rutinarios) y recursos bioldgicos del laboratorio, ademés de la prueba/método que
provee el fabricante/desarrollador para verificar si este instrumento es adecuado para el fin

perseguido y sobre todo en la poblacién que se quiere aplicar.

2.1. Verificacion

Para comprender el contexto de una verificacion, es importante comprender primeramente la
definicion operacional de verificacién. A continuacién se presentan definiciones consensua-

das por grupos internacionales;

VIM (Vocabulario internacional de Metrologia) Aportacion de evidencia objetiva de que

un elemento dado satisface los requisitos especificados;[9]

NMX-CC-9000-IMNC-2015 Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva

de que se han cumplido los requisitos especificados para un método,;[10]
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NMX-CH-152-IMNC-2005 La verificacion consiste en evaluar el desempeiio del méto-
do para demostrar que cumple con los requisitos para el uso previsto, que fueron

especificados como resultado de su validacion.[11]
Las definiciones presentadas tienen su contexto en:
e Metrologia;
e Sistemas de gestion de calidad;
e Quimica.

Estas definiciones se pueden sistematizar para generar normas dirigidas a contextos mas es-
pecificos. Una de ellas es la norma mexicana NMX-EC-15189-IMNC-2015 (“Laboratorios
clinicos - Requisitos de la calidad y competencia”). Esta norma es la que usualmente se
emplea para verificar pruebas/métodos. En el apartado referente a la verificacién de “proce-

dimientos de exdmen” especificamente el apartado 5 hace referencia a;

“Los procedimientos de examen validados, utilizados sin modificacion, se deben someter a
una verificacion independiente por el laboratorio antes de iniciar su uso en la rutina del

laboratorio.

El laboratorio debe obtener informacion de los métodos desarrollados por el fabrican-
te/desarrollador del método, para confirmar las caracteristicas del desemperio del proce-

dimiento.

La verificacion independiente por parte del laboratorio, debe confirmar, a través de la ob-
tencion de evidencia objetiva (en forma de caracteristicas del desempernio), que se han cum-
plido las especificaciones declaradas para el procedimiento de examen. Las caracteristicas
de desemperio declaradas para el procedimiento de examen conformadas durante el proceso
de verificacion deben ser aquellas relevantes para el uso previsto de los resultados de los

exdmenes.

El laboratorio debe documentar el procedimiento utilizado para la verificacion y registrar

los resultados obtenidos”
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2.2 Tipo de pruebas

Por lo general la variable que se mide al individuo con determinada prueba/método en una
muestra bioldgica es la respuesta cualitativa y/o cuantitativa. La respuesta, en pruebas de in-
terpretacion cualitativa, que estd expresada en escala nominal, puede ser de dos tipos; positiva
p-€j. (presencia de anticuerpos especificos o, sustancia de interés, etc.) o negativa (ausencia

de anticuerpos especificos o sustancia de interés, etc.).

Como se menciona en el punto 5, los exdmenes de verificacion se reducen a comprobar las
especificaciones declaradas por el fabricante en el inserto de la prueba/método. Por lo general

el inserto de una prueba/método especifica:
e Principio de su funcionamiento;
e Procedimiento de ejecucion, validacion e interpretacion;
e Valores de precision y desempeiio.

Dependiendo del tipo de prueba (cuantitativa o cualitativa), los pardmetros que se evalian

varian.

2.2. Tipo de pruebas

Por su uso y desempeiio, las pruebas se dividen principalmente en 3 grupos que son;

Tamizaje Estas pruebas se caracterizan por tener alta sensibilidad para garantizar que los
verdaderos positivos sean detectados. Por lo general las pruebas de tamizaje arrojan
una mayor cantidad de resultados falsos positivos que las pruebas con fin diagndstico
o confirmatorio. Esta baja especificidad puede ser permitida si existe una buena prueba
confirmatoria, y si las consecuencias social/econémico de resultados falso positivo no

son demasiado severas.[1]

Diagnéstico Clinicamente, se requiere establecer una gestion apropiado. El diagndstico por
laboratorio debe tener excelente sensibilidad y especificidad. Si una prueba confirma-
toria sigue después de las prueba diagndstica de alto desempefio y precision, el reque-

rimiento de las especificidad puede ser de alguna manera menor.[1]
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Confirmatoria Se utilizan para ratificar los resultados obtenidos por pruebas de tamizaje o
diagnostico (presuntivas). La confirmacion de resultados previos permite al médico es-
tablecer un diagnoéstico. Las pruebas confirmatorias estdn disefladas para ser especifi-
cas (sacrificando sensibilidad, si es necesario) teniendo un valor predictivo positivo

alto.[1]

El proceso de confirmacion de una enfermedad requiere una prueba cuya especificidad sea
alta. Cuando dos o mas pruebas estian disponibles para este proposito, aquellas con la mas

alta especificidad son normalmente preferidas.

Cuando una prueba es utilizada tanto para tamizaje 6 para excluir una posibilidad diagndsti-
ca, debe de ser sensible. Cuando dos o méas pruebas estan disponibles, aquellas con la mas

alta sensibilidad son normalmente preferidas.[12]

2.2.1. Pruebas cuantitativas

Este tipo de pruebas se caracteriza por poder medir una concentracion especifica de determi-

nada sustancia en un volumen de muestra p.ej(mg/dL, mg/Kg, etc.).

2.2.2. Pruebas cualitativas

Las pruebas cualitativas solo pueden clasificar la presencia/ausencia de determinada sustan-
cia en una muestra, lo que se traduce en clasificar reactivos y no reactivos. Esta clasificacion
se hace con base en un valor critico que se conoce como “valor de corte”. El valor de cor-
te clasifica a los especimenes ya sea como reactivo(positivo) o no reactivo(negativo) . Una
muestra es positiva si el resultado obtenido es mayor al valor de corte y es negativa en caso
contrario. El valor de corte es un pardmetro de cada prueba y es especificado por el fabrican-
te/desarrollador. Es importante considerar que en las pruebas diagnosticas la sensibilidad y
especificidad no varian con la prevalencia, pero si lo hacen con el valor de corte. Los indices
como los valores predictivos y la eficiencia, pueden variar por la prevalencia y por el valor

de corte.
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2.2.2  Pruebas cualitativas

Los parametros que se evaluan en las pruebas/métodos, por su enfoque se pueden clasifi-
car en parametros de estabilidad y pardmetros de desempefio. Los pardmetros de estabilidad
(condiciones de repetitividad o reproducibilidad) son aquellas que demuestran la congruen-
cia de resultados de una prueba/método en diferentes lugares en condiciones similares, en
esta clasificacion se encuentran la repetitividad intra corrida y repetitividad entre corrida o

también llamada precision de laboratorio. Estos pardmetros los poseen todas las pruebas.

Andalogamente, los parametros de desempefio son aquellos que demuestran la efectividad
de deteccion del método/prueba en una poblacién con el padecimiento de estudio, estos

pardmetros son;
e Verdaderos positivos (Sensibilidad);
e Verdaderos negativos (Especificidad);
e Falsos positivos;
e Falsos negativos.

La tasa de falsos positivos, falsos negativos, si no estdn declarados en el inserto como
pardmetro, se pueden calcular utilizando una tabla de contingencia 2x2 una vez obtenidos
los resultados de las series de trabajo. En la Figura 2.1 se observa de manera grafica lo que
se espera suceda en la practica, en el capitulo 6 se puede observar una grafica mostrando lo
que en la realidad sucede. Se encuentran tres zonas: una para los individuos no reactivos,
una intermedia en donde los casos son dudosos, para esta tesina se definié como zona de
baja veracidad clasificindose como; falso positivo o falso negativo, y la tercera en donde

los resultados indican la presencia de la infeccién y/o enfermedad (reactivos).
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Valor de
corte

Poblacion Poblacion
No Reactiva Reactiva

Falsos Negativos / \ Falsos Positivos

Figura 2.1: Valor de corte que clasifica a las poblaciones reactiva y no reactiva.

Es muy importante que se identifiquen, en los ensayos a realizar, las caracteristicas especifi-
cas de desempefio que se deben evaluar a una prueba/método para su verificacion. Estos

ensayos son;
e Verificacion de la precision;
e Verificacion de desempeno.

Para realizar una verificacion se siguen las recomendaciones de las directrices EP15-A2 y
EP12-A2; para precision y desempeifio de pruebas de interpretacion cualitativa. Metodologi-

camente equivalen a verificar validez interna y validez externa.

2.3. Verificacion de la precision

Esta etapa lo que busca es comprobar la variacién que puede existir en diferentes laborato-

rios, y que, en condiciones de operacion similares, se espera que esta variabilidad fluctie en
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2.3 Verificacion de la precision

el rango que fue ajustado al momento de disefiar la prueba/método, las condiciones especifi-
cadas son condiciones de repetitividad y condiciones de precision intermedia. Teniéndose en
cuenta que el método se probard para detectar correctamente niveles de reactividad, solo se
verifica la repetitividad de la prueba, enfocandose en verificar la prueba como herramienta

de deteccion y no de clasificacion.

Para verificar la precision, se requiere de utilizar material biolégico el cual cuente con reac-
tividades iguales o similares a las que especifica el fabricante, a este conjunto de material se

le denomina “muestra de precision”. Para lo que se pueden emplear dos tipos de materiales
e Paneles (material altamente caracterizado);
e Utilizar especimenes de la poblacion objetivo;

Dado que tnicamente se busca comparar la variabilidad obtenida especificando una reactivi-
dad, no es necesario emplear especimenes de alguna poblacién objetivo en donde se pretende
emplear la prueba, por lo que utilizar un panel es una opcién adecuada para medir este error,
siempre y cuando el panel contenga las reactividades adecuadas o sea el mismo que fue em-
pleado para el desarrollo de la prueba. La otra opcién es utilizar especimenes de la poblacién

objetivo con reactividades similares a las declaradas en el inserto de la prueba.

Habiendo seleccionado el material biol6gico, ahora se debe de planificar la manera de reali-
zar las series de trabajo por dia. Para obtener resultados 1o més confiable posible, es necesario
controlar factores que pueden conllevar a correlacionar las respuestas entre ellos, para lo que

es recomendable;

e Aleatorizar y bloquear; los especimenes seleccionados, se asignan al azar en cada uno
de los dias, formando bloques en donde se incluyen muestras con los niveles de res-
puesta. Estos niveles(estratificacion), se hacen con base en las reactividades que se

especifican en el inserto;

e Homogeneizacion; Se deben seleccionar especimenes, los cuales tengan los niveles de

respuesta mas parecidos a los especificados en el inserto;
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e Métodos estadisticos; se utiliza cuando los valores obtenidos estdn “muy cercanos” a

los esperados y se quiere determinar si se encuentran dentro del rango del error.

2.4. Verificacion de desempeiio

En esta parte de la verificacion lo que se busca es determinar si la prueba cumple con lo
declarado por el fabricante. Para este ensayo la recomendacion del uso de especimenes varia
dependiendo de los pardmetros de desempefio que se quieran verificar. Estos parametros

pueden ser;
e porcentaje de acuerdo positivo y negativo;
e sensibilidad y especificidad;

Para la verificacion del rendimiento de precision diagndstica, es decir; sensibilidad y especi-

ficidad, lo que recomienda el protocolo EP12-A2 es lo siguiente;

“Para los estudios que evaliian el rendimiento de precision diagndstica, las muestras de pa-
cientes utilizadas para la comparacion del método, deben incluir una poblacion representa-
tiva de los estados clinicos esperados en la prdctica clinica, criterio de precision diagndstica

que es mds que un simple método analitico que sustituye el termino estdndar de referencia”

En el caso de que los pardmetros declarados sean de acuerdo (porcentaje de acuerdo positivo

y negativo), el protocolo EP12-A2 recomienda lo siguiente;

“Para estudios que evaliian acuerdo, muestras de pacientes, paneles de referencia y muestras

para prueba de competencia se puede utilizar para estudiar el desemperio de las pruebas.”

De las recomendaciones por parte del protocolo EP12-A2, y teniendo en cuenta que en la de-
finicién de verificacidon, s6lo menciona el hecho de “demostrar con evidencia objetiva que se
cumplen las especificaciones declaradas para el procedimiento del examen”, lo que se puede
cumplir utilizando especimenes de diferentes niveles de reactividad. Una verificacion ademas
de demostrar que se cumplan las especificaciones declaradas, debe de demostrar utilidad en

la poblacién en la que se pretende emplear para diagnosticar individuos potencialmente in-

20 UNAM Estadistica Aplicada



2.5 Recursos de una verificacion

fectados/enfermos. Por lo que los especimenes, criterio de precision diagnostica, con los
que se retard a la prueba/método deben seleccionarse articulando conceptos metodoldgicos,

clinicos y estadisticos obteniéndose conclusiones aplicables a la poblacién de interés.

2.5. Recursos de una verificacion

Ya se sabe qué es una verificacion, su alcance y lo que se evalda, ahora falta definir los
recursos que se necesitan para llevar a cabo una verificacion. Se mencioné que para llevar
a cabo una verificacion, el protocolo de verificacion es la guia conceptual hace uso de los

procedimientos operativos(rutinarios) y de recursos bioldgicos del laboratorio para realizarla.

2.6. Procedimientos operativos(Rutinarios)

Como se menciond al principio del capitulo 2, todas las acciones forman parte de un proceso.

Las buenas précticas de laboratorio (BPL) aseguran la calidad e integridad de los datos ob-
tenidos en estudios o investigaciones. Las BPL establecen las condiciones bajo las cuales
se planifican, realizan, controlan, registran, archivan e informan los estudios realizados por
un laboratorio, asegurando la veracidad de los resultados. Estas practicas conforman ac-
ciones del proceso de diagndstico que; si no son acordes con los procedimientos internos
establecidos se pueden convertir en factores potenciales que afectardn el desempefio de las
pruebas/métodos y en consecuencia los resultados obtenidos no serdn vélidos. Las buenas
practicas de laboratorio se pueden dividir en 4 principios, que manifiestan estabilidad opera-

tiva.

1. Instalaciones adecuadas: El laboratorio debe cumplir con todas las normas de seguri-

dad que apliquen para el trabajo que ahi se realiza

2. Personal calificado: Se debe proporcionar capacitacion continua para garantizar que el

personal conoce la técnica y sabe utilizar el equipo o material empleado

3. Equipo adecuado y calibrado: Se debe dar mantenimiento continuo a los equipos para
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garantizar su correcto funcionamiento y calibrarlos de forma regular

4. Procedimientos estdndares de operacion (SOPs): Procedimientos escritos, suficiente-
mente claros para que cualquier técnico que trabaja en el laboratorio pueda seguirlos
al pie de la letra. De esta forma se garantiza que todos los técnicos trabajan bajo las

mismas directrices

2.6.1. Practicas de laboratorio

2.6.1.1. Recursos humanos

Hace referencia a las habilidades desarrolladas por los técnicos del laboratorio para utilizar
de manera correcta el equipo y reactivos. Siendo importante la supervisiéon y evaluacién
periddica para asegurar que el error asociado sea el minimo. Es importante resaltar que, para
que existan buenas practicas de laboratorio es recomendable que se lean las especificaciones
del equipo/reactivo a emplear con el fin de hacer la seleccion y el correcto uso de ellos para

desempeiiar la actividad, algunas de estas précticas se enlistan:

e Uso/seleccion correcto de la pipeta;

Seleccién de la punta adecuada;

Capacitacion(entrenamiento) en los procesos automatizados;

Manejo adecuado de los reactivos para evitar contaminarlos;

Manejo adecuado de las muestras

2.6.1.2. Recursos materiales

Hace referencia al mantenimiento del equipo, que puede ser preventivo 6 correctivo. Ha-
ciéndolo el técnico 6 proveedor respectivamente. Otra parte del mantenimiento del material
es la verificacion, que consiste en calibrarlo en caso de que sea necesario para asegurar que

las mediciones que realiza sean consistentes con el patron de referencia.
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2.7 Recursos biologicos

Ademas de los aspectos mencionados también se tienen los ambientales, que se refieren a las
condiciones en el lugar de trabajo, teniendo a la temperatura y humedad relativa como los
principales que afectan al equipo y al reactivo empleado. Siendo conveniente tener control

de temperatura y humedad en los espacios de trabajo.

Todos los aspectos anteriores son factores potenciales que pueden influir en el resultado (ne-
gativa o positivamente) si no son evaluados periddicamente (Control de calidad). Ademads de
los aspectos técnicos se tienen los aspectos tedricos, los cuales también se pueden conside-
rar factores potenciales que pueden influir en los resultados si no se hacen las reflexiones y

razonamientos adecuados al problema planteado.

2.7. Recursos bioldgicos

2.7.1. Material de referencia

Son especimenes caracterizados y documentados que pueden ser empleados como material
de referencia. Este material de referencia puede ser empleado para verificacion de pruebas,
asi como para control de calidad. Por lo general, los especimenes se caracterizan utilizando

un criterio de precision diagndstico el cual debe de ser definido en cada contexto.

2.7.2. Criterio de precision diagnéstico [13]

Se le denomina criterio de precision diagndstico al mejor método disponible para estable-
cer la presencia o ausencia del padecimiento estudiado. En un estudio de precision puede
haber una o mas pruebas de referencia[14]. Un criterio de precision diagnostica puede estar
conformado por una prueba o método, combinacién de métodos y técnicas en donde se pue-
de incluir el seguimiento. Si el criterio es una combinacién de métodos, el algoritmo debe
especificar como los diferentes resultados son combinados para hacer la clasificacién final

positivo/negativo, pudiendo incluir la seleccion y orden de los métodos[13].

Para la enfermedad de Chagas existe un criterio de precision diagndstico que ayuda a con-
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firmar infeccion por 7. cruzi. Sin embargo, éste solo es util en la fase aguda de la infeccion,
uno de los métodos de confirmacién parasitolégicos consiste en la observacién del parésito

en sangre como es el examen de gota gruesa(prueba confirmatoria).

Por otro lado, para la fase crénica asintomatica, la tinica manera de confirmar infeccion es
buscando anticuerpos de respuesta especifica a la infeccion, sin embargo, para esta fase no se
ha establecido un criterio de precision diagnéstico(no hay prueba confirmatoria), siendo ne-
cesario construirlo para poder caracterizar las muestras que conforman el banco de material

bioldgico que ademds puedan ser empleadas para una verificacion.

2.7.2.1. Construccion de un criterio de precision diagnostico(estandar de referencia)

cuando no existe y es posible construirlo

Al construir el criterio de precision diagndstico es importante definir el padecimiento y su
comportamiento en determinada(s) poblacion(es) con el fin de no introducir un error sis-
tematico. Evitando sobreestimar o subestimar el criterio definido. Este tipo de errores pue-
den surgir por problemas en el disefio, que es principalmente un problema de validez inter-
na. Mientras que seleccionar elementos de la poblaciéon no adecuados, puede ocasionar un
problema con la validez externa[15]. Esto sucede cuando se pretende aplicar a mas de una

poblacion objetivo.

Para un criterio de precision diagndstico de referencia los estimadores son la sensibilidad
y especificidad, y estos se verdn afectados si no se consideran todos los aspectos tedricos

necesarios para evitar introducir algun error generando estimadores imprecisos|[13].

Al construirse un criterio de precision diagndstico, es posible determinar sensibilidad y es-

pecificidad.

Algunas veces no existe un criterio de precision diagndstico, ni tampoco es posible construir-
lo. Para estos casos se define un estdndar que no es de criterio de precision diagnostico. Este
criterio s6lo puede estimar concordancia expresada como porcentaje de acuerdo entre resul-

tados, con lo que se especifica que no se estd estimado precision diagndstica, sino acuerdo
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del método bajo estudio con el estdndar que no es de precision diagndstica. Al utilizar este
tipo de estandar se tiene la desventaja de que los porcentajes de acuerdo no son una medida
de asercion, esto porque la prueba bajo estudio y el estandar pueden concordar en resultados,

pero ambos estar errados.
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CAPITULO

Aspectos teoricos y diseno de la

muestra

Definiciones operativas

Espectro de la Es el intervalo de la historia natural de la enfermedad en donde un individuo ya
enfermedad estd infectado y puede ser diagnosticado, siendo probable o no la aparicién de

sintomas asociados a la enfermedad.

Panel Material caracterizado que no contiene una poblacién objetivo en especifico.

En las pruebas de interpretacion cualitativa basadas en deteccion instrumental(e.g colori-
metria, quimioluminiscencia, etc.), la respuesta que se obtiene se debe de transformar en una
respuesta de tipo binario presencia/ausencia, reactivo/no reactivo. Las pruebas que utilizan
un espectrofotometro como instrumento de deteccion, utilizan el principio de colorimetria.
La respuesta obtenida por este principio se llama absorbancia, esta absorbancia se transfor-
ma a respuesta binaria, en este caso reactivo/no reactivo a partir de un valor seleccionado en

el intervalo de valores de la respuesta instrumental.

La clasificacion esta condicionada por un valor umbral que discrimina entre reactivo/no reac-

tivo, a este valor se le conoce como valor de corte (ver seccién 2.2.2).

Para verificar los parametros de las pruebas, que consiste en la correcta clasificacion de los in-



Aspectos teoricos y diserio de la muestra

dividuos dado el resultado de la prueba y su condicion actual, se requiere de una muestra que
contenga especimenes de las subpoblaciones reactivas(positivas) y no reactivas(negativas), a

esta muestra se le denominara poblacion de referencia.

3.1. Aspectos tedricos

Hasta este punto se sabe que una verificacion tiene como fin evaluar la precision y los
parametros de desempefio de una prueba/método que se pretende emplear de manera ruti-
naria para clasificar a individuos potencialmente infectados con algin padecimiento, en este
caso con enfermedad de Chagas, el resultado tiene un impacto directo sobre la decision
médica, sin embargo, la existencia de factores asociados reales o potenciales pueden modifi-
car los resultados obteniéndose informacion invélida. Lo anterior son aspectos necesarios e

importantes para la verificacion.

No obstante, lo que guiard acerca del desempefio de una prueba/método en una verificacion
son los aspectos tedricos, especificamente el concepto de poblacion, ademas de definir ope-
rativamente el concepto de espectro de la enfermedad como variable. Si estos conceptos
no se comprenden correctamente, no importa que todos los aspectos técnicos sean correc-
tos, ya que las conclusiones obtenidas seran de alcance limitado o en el peor de los casos

equivocadas.

3.1.1. Definicion estadistica de Poblacion

La poblacién desde el punto de vista estadistico se define como; coleccion (finita o infinita)
de elementos o unidades de estudio Uj, que tienen ciertos atributos, caracteristicas o factores
comunes a todos ellos A, B, C y D. Como los atributos posibles que puede tener cualquier
elemento o unidad son conceptualmente infinitos, al definir una poblacion especificando de
que unidades se trata y qué atributos tienen en comun, se dejan sin definir un ndmero infinito

de factores, E, F, G,. .., estos factores pueden variar de un elemento a otro.[16]

Se dice que una poblacion es finita cuando pueden enumerarse todos sus elementos, mien-
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3.1.1 Definicién estadistica de Poblacion

tras que cuando los elementos resultan de un proceso generador, se dice que la poblacion
es infinita[16] . El proceso generador en este caso son la caracterizacion de las muestras

bioldgicas provenientes de la poblacion objetivo.

Sin embargo, ;por qué es tan importante el concepto de poblacion? Recordando que una
Verificacion(ver seccion 2.1) consiste en demostrar que las caracteristicas declaradas por el
desarrollador/fabricante se cumplan, en este caso nos referimos a métodos/pruebas basadas
en ensayos inmunoenzimaticos y, al ser un fendmeno bioldgico la variabilidad en la respuesta
es intrinseca dada su naturaleza, ya que depende del polimorfismo genético en las poblacio-
nes el cual se expresa particularmente en funcidn de la raza, region geogréfica, condiciones

nutricionales, ambiente epidemioldgico y atin hasta de cada individuo.[17]

Ademas de la variabilidad en la respuesta inmunoldgica de las diferentes poblaciones, las
pruebas/métodos son validadas utilizando especimenes de algunas poblaciones(no todas) se-
leccionadas por el desarrollador, lo que metodolégicamente limita la validez externa de la
misma. Por esta disminucion en la validez externa lo metodolégicamente adecuado seria
verificar que el método/prueba sea funcional en cada una de las poblaciones en la que se
pretende implementar como instrumento clasificacion, siendo necesario definir a cada po-

blacidn.

Descrito el concepto de poblacion y de la presencia de variabilidad biolégica asociada a la ra-
za, ubicacion geogréfica, etc., hay que definir la poblacién sobre la que se hard la verificaciéon

del método/prueba, refiriéndose a esta poblacion como poblacion objetivo.
3.1.1.1. Poblacion objetivo

La poblacién objetivo considera las variables; edad, raza, regiéon geografica, sexo, presun-
cion de algin padecimiento o enfermedad. Las variables se definen al momento de selec-
cionar la poblacion en donde se hard la verificacion teniendo en cuenta el comportamiento
de la enfermedad (ver ejemplo seccion 6.3). Dado que el objetivo es verificar una prueba de
interpretacion cualitativita, cuyos tnicos resultados son reactivo y no reactivo. La poblaciéon

objetivo se divide en 2 subpoblaciones; poblacién objetivo reactiva y poblacion objetivo
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no reactiva.

Para conocer la magnitud de la presencia de una enfermedad en una poblacidn, se determina
la prevalencia. La prevalencia con base en su definicién, es una variable que cambia con el
tiempo, pudiendo disminuir o aumentar, dificultando conocer con exactitud la cantidad de

individuos infectados y enfermos.

Por lo general es muy dificil conocer con exactitud la cantidad de individuos infectados con
alguna enfermedad, de tal manera que el intervalo de respuesta reactivo contribuye a definir

a la poblacion objetivo como infinita al no conocerse el intervalo completamente.
Las subpoblaciones se definen de la siguiente manera;

Poblacion objetivo reactiva: En esta poblacion se encuentran individuos con respuesta

positiva a alguna enfermedad. Se cuantifica con el intervalo de respuesta reactivo.

Poblacion objetivo no reactiva: En esta poblacién se encuentran individuos con res-
puesta negativa a alguna enfermedad. La poblacion no reactiva estd cuantificada por el

intervalo de respuesta no reactivo.

3.1.2. Definicion operativa de espectro de la enfermedad

Como se describe en el Anexo A, el espectro de la enfermedad representa un intervalo de la
historia natural de la enfermedad. Al diagnosticar un padecimiento en una poblacion siempre
existe un espectro de enfermedad. Para documentar y caracterizar este espectro de enferme-
dad es necesario contar con algiin método/metodologia (ej. criterio de precision diagndstico,
pruebas seroldgicas, métodos confirmatorios, etc.). La documentacion y caracterizacion del
espectro de la enfermedad es importante siendo que se puede generar alguna variable o con-
juntos de variables que permitan definir la amplitud del espectro de la enfermedad. La(s)
variable(s) generada(s) a partir de esta documentacién por lo general se deben de expresar
en términos de los métodos (clinicos, de laboratorio, etc.) disefiados para medir esta(s) varia-
ble(s) (ej. absorbancia, luminiscencia, cantidad de réplicas, etc.). Esta documentacion es util

para poder disenar verificaciones/evaluaciones de nuevos métodos de diagndstico, programas
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3.1.3 Intervalo de respuesta no reactivo

de control de calidad, etc.

Para trabajar el concepto de espectro de la enfermedad se define el concepto de intervalo de

respuesta, dividiéndose el intervalo de respuesta en dos; reactivo y no reactivo.

Aunque se conoce el espectro de la enfermedad, no se conocen los valores méximos del
intervalo de respuesta que puede desarrollar un individuo, ya que, la respuesta estd asociada

fuertemente a las variables;
e Respuesta especifica de cada individuo;
e Mosaico antigénico asociado a cada cepa;
Ademas, al estado clinico del paciente, teniéndose un conjunto infinito de valores.

En resumen, el espectro de la enfermedad representa las diferentes etapas de evolucién y
gradiente de la enfermedad, la inclusién de individuos sin la infeccién o enfermedad en

individuos con diagndsticos diferencial que permite determinar los falsos positivos.

3.1.3. Intervalo de respuesta no reactivo

Consiste en todos los valores del intervalo de respuesta que estdn asociados a individuos que
no reaccionan positivamente a la prueba. Con una respuesta minima de cero como limite
inferior y una respuesta maxima menor 6 igual al valor de corte menos un porcentaje de
seguridad, pudiendo ser 10, 20 hasta 30 %. Este porcentaje es establecido dependiendo del

uso y de la precision aceptada.[1]

3.1.4. Intervalo de respuesta reactivo

Consiste en todos los valores del intervalo de respuesta que estin asociados a individuos que
reaccionan positivamente a la prueba. Con una respuesta minima igual o mayor al valor de
corte mas un porcentaje de seguridad, pudiendo ser 10, 20 hasta 30 %. Este porcentaje es

establecido dependiendo del uso y de la precision aceptada.[1]
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3.1.5. Intervalo de respuesta de la enfermedad de Chagas

El intervalo de respuesta de alguna enfermedad o padecimiento estd compuesto por el inter-

valo de respuesta no reactivo y el intervalo de respuesta reactivo.

3.2. Seleccion de poblacion de referencia y muestra de pre-
cision

Para evitar sesgar las conclusiones del estudio, la teoria indica que la muestra debe ser selec-
cionada al azar. En las técnicas de muestreo siempre se hace referencia a una muestra repre-
sentativa. Una muestra representativa se define como; muestra que refleje las caracteristicas

de la poblacion de donde fue seleccionada[16] (ver seccion 3.1.1.1).

Enlaseccion 3.1.1.1 se defini6 a la poblacion objetivo como infinita, no siendo posible gene-
rar un marco de muestreo, y en consecuencia no se puede seleccionar una muestra aleatoria
con igual probabilidad de seleccion para todos los elementos; por lo que se recurre a las
muestras denominadas “disponibles o a conveniencia”. Seleccionando como muestra a un
conjunto de elementos disponibles (accesibles) al investigador, y se conceptualiza una po-
blacién infinita de elementos para la cual la muestra disponible es representativa. En este
caso se deben de tener precauciones para que la muestra resulte, en la medida de lo posible,
representativa o 1o mds cercano a esto[16]. Siendo que, en este caso, la poblacién esta con-
ceptualizada por el material biolégico del que dispone el laboratorio el cual, es un conjunto
de especimenes (muestras bioldgicas) mucho mayor que la muestra que se selecciona para

efectuar la verificacion.

Para un estudio de verificacion se tienen dos tipos de muestras, asociadas al experimento que

se vaya a realizar estas son;
e Muestra de precision(validez interna);

e Muestra de desempefio(validez externa).
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3.3 Muestra para precision

3.3. Muestra para precision

Para el experimento que verifica la (precision)validez interna, se tienen respuestas especi-
ficadas en el inserto del método/prueba con su respectivo coeficiente de variacion. Estas

respuestas fueron con las que el desarrollador valid6 la repetitividad de la prueba.

Con base en esas respuestas se seleccionan especimenes con una respuesta igual o cercana a
las especificadas en el inserto cuidando que se encuentren dentro del intervalo de respuesta,

en donde los limites superior e inferior estdn acotados por el coeficiente de variacion.

Ademads, existen materiales de desarrolladores que tienen utilidad para realizar estos expe-
rimentos, a estos materiales se les conoce comtinmente como control positivo de anticuer-
pos anti-Trypanosoma cruzi independientes, que consisten en material que no tienen valores
asignados. Los niveles de reactividad variaran entre los ensayos de diferentes fabricantes,

diferentes procedimientos, diferentes nimeros de lote y aun en diferentes laboratorios.

3.3.1. Paneles de desempeno

Los paneles de desempeiio consisten en material caracterizado y datos complementarios para
realizar andlisis comparativos, provistos para fabricantes de reactivos, investigadores y labo-
ratorios clinicos. Proporciona los resultados obtenidos utilizando las pruebas comerciales de

tamizaje, de seguimiento y confirmatorias.

Hay diferentes tipos de paneles, por lo general los que se utilizan son los paneles de tercera
opinidn, que son desarrollados de manera independiente al laboratorio en donde se pretende
utilizar y al desarrollador de la prueba/método. Para el caso de una verificacion, se deben
de utilizar aquellos que estdn enfocados a verificar el desempefno. Un panel consiste en
14 o 21 especimenes de diferentes poblaciones. Estos especimenes estan caracterizadas por
pruebas comerciales, en donde se reporta el rango de reactividad desde negativo hasta alto
positivo. Por lo que es muy importante leer la hoja técnica para obtener detalles de este tipo

de materiales.
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Verificacion de precision En la precision lo que se busca es que los especimenes se en-
cuentren dentro los limites declarados por el desarrollador, independientemente de la po-
blacién de la que provengan las muestras. Para esta evaluacion se pueden utilizar; ya sean

paneles, sueros control o muestras de banco dependiendo de la disponibildad del material.

Verificacion de desempeino La desventaja de utilizar paneles es que, éstos pueden no con-
tener el espectro de interés o no representar a la poblacion objetivo.[1] Por lo que, para la
verificacion de desempefio siempre se deben utilizar muestras de la poblacién objetivo en

donde se aplicara la prueba/método.

3.3.2. Tamano de muestra

Para evaluar precision, el protocolo EP15-A2 (seccion 8.2) recomienda que se seleccione una
muestra para cada repeticion y para cada concentracion, el protocolo utiliza dos (2) concen-
traciones, teniéndose quince(15) muestras bioldgicas por nivel de concentracién para todo
el experimento de 5 dias considerdndose 3 repeticiones por dia. En total, se tienen 30 mues-
tras bioldgicas para todo el experimento de precision. Sin embargo, el nimero de niveles de
concentracion se deben seleccionar dependiendo de lo que especifica el fabricante. En esta
tesina se consideraron 3 niveles de concentracion (bajo, medio y alto). Ademas de que, se
puede reducir el nimero de muestras a solo 5 por nivel de respuesta para todo el experi-
mento, teniéndose un total de 15 muestras de diferente concentracion. Pero, para seguir la
recomendacion de tres (3) repeticiones por dia, por cinco (5) dias. Cada muestra se fracciona
para obtener tres fracciones de igual reactividad teniéndose asi las 15 muestras por nivel de
concentracion y por consiguiente las 45 muestras que se recomiendan para el experimento

de precision.
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3.4. Muestra para validez externa

3.4.1. Muestra para desempeio 6 poblacion de referencia

Como se menciono al principio del Capitulo 3, se denomina poblacién de referencia a un
grupo de especimenes que incluyen a la subpoblacion reactiva y no reactiva. Esta poblaciéon

de referencia debe de representar a la poblacion objetivo de la mejor manera.

Al interior de cada una de las subpoblaciones, se deben generar grupos con diferente nivel
de respuesta que representen a la subpoblacion lo mas fidedignamente posible. La cantidad
de grupos a generar queda a criterio del experto. Sin embargo, los grupos que siempre deben

de estar presentes son;
e Alto no reactivo;
e Bajo reactivo.

Los especimenes de los grupos mencionados se les denomina especimenes desafiantes al
estar “muy cercanos” a los limites en donde la probabilidad de ser clasificado de manera

erronea aumenta;

Ademads, el espécimen (muestra bioldgica) del grupo bajo reactivo que siempre debe estar

incluido es;
e Espécimen de menor reactividad del grupo bajo reactivo;

Para el grupo alto negativo, no es necesario que se incluya el valor mas negativo, aunque
seria lo preferente, siendo aceptable la seleccion de valores cercanos al limite de deteccion

de no reactividad.

Para la poblacion objetivo reactiva, representada por el intervalo de respuesta reactivo se

conforman grupos de respuesta(bajo, medio y alto o los que se consideren necesarios).

Para la poblacion objetivo no reactiva, representada por el intervalo de respuesta no reactivo,

al igual que el intervalo reactivo se forman grupos(bajo,medio y alto o los que se conside-
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ren). Para este caso el grupo en donde se tiene interés es en el limite superior del intervalo
no reactivo, constituido por las reactividades en el grupo alto no reactivo, esto al tener mayor
probabilidad de ser clasificados erroneamente ya sea como falso positivo o falso negativo.
Para esta poblacion no es muy critico agregar los valores de minima respuesta, ya que con-
forme disminuye la respuesta, la probabilidad de ser clasificado como no reactivo(negativo)
es un evento seguro, sin embargo, metodolégicamente tiene mayor sustento el agregar todo

el intervalo de respuesta del que se disponga.

A la poblacion objetivo reactiva se le presta especial atencion al grupo bajo ya que, se ha
observado que la respuesta conforme mas cercana se encuentre al limite de deteccién, ma-
yor probabilidad tienen de ser clasificados erréneamente ya sea como falso positivo o falso
negativo. De forma similar que en la poblacién objetivo no reactiva, el limite superior de la
zona de baja veracidad esté representado por los valores de minima respuesta de la pobla-
cion reactiva. Conforme la respuesta aumenta, la probabilidad de que sea clasificado correc-
tamente tiende a uno, es decir; los grupos de mediana y alta respuesta se podrian considerar
como un ‘“‘evento seguro”, por lo que, se puede incluir un menor nimero de especimenes
para completar el intervalo de respuesta, aunque metodolégicamente tiene mayor sustento
y representatividad el agregar todo el intervalo de respuesta disponible, siendo conveniente

incluirlo.

Ademads de los especimenes de las poblaciones objetivo, también se consideran especimenes

para verificar que no existan reacciones cruzadas o inespecificas.

Simplificando, parar minimizar el sesgo de espectro es necesario idear el disefio de muestreo

adecuado.

3.4.2. Tamano de muestra

Si el propésito del estudio es conocer si la reactividad o no reactividad de la prueba a veri-
ficar se asocian con la clasificacion por el estdndar de referencia, enfermo/sano, un disefio

adecuado seria de casos (enfermos) y controles (sanos), la razén de los enfermos comparada
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3.4.2 Tamafo de muestra

con los sanos es la parte del disefio que el investigador debe determinar.
Para el tamafio de muestra se debe considerar;

e Los parametros operativos de la prueba(especificidad, sensibilidad o Porcentaje de

acuerdo positivo, porcentaje de acuerdo negativo);
e La disponibilidad del material;
e El error que se obtendra con determinado tamafo de muestra.

Se puede realizar un ejercicio numérico para estimar el tamano de la poblacion de referencia,
que consiste en seleccionar los especimenes (muestras bioldgicas) de las poblaciones reactiva
y no reactiva en funcion de los pardmetros de desempeno(sensibilidad, especificidad, etc.)
de la prueba que se quiere verificar, que en conjunto determinaran el tamafio minimo de la

poblacién de referencia.

Para lo que se utiliza la expresion para calcular el tamafio de muestra, para un IC95 %, de

una proporcion;

2
Z, P4
d2

(3.1)

Para tener una estimacion se necesita conocer;

e Probabilidad de éxito(p). El cudl esta representado por la especificidad, sensibilidad,

porcentaje de acuerdo positivo, porcentaje de acuerdo negativo;

e Probabilidad de fracaso(q). Esta representado por los valores falsos negativos, falsos

positivos 6 (1 — p) ;
e Precision(d);
¢ Nivel de confianza(z), por lo regular al 95 %

Una vez que se conoce el tamaifio de la poblacidn de referencia, se selecciona teniendo en
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cuenta las caracteristicas que debe cumplir. Recordando que el propdsito de este conjunto de

especimenes es demostrar que se cumplan las caracteristicas de la prueba.

Se debe de tener en cuenta que, en los estudios de verificacion, s6lo se hacen estimaciones
basadas en la poblacion de referencia evaluadas con el criterio de precision diagndstico.
Estos criterios son susceptibles a sesgos, si no se consideran los factores potenciales que
lo pueden generar. Para minimizar este efecto, se pueden seleccionar los sujetos (muestras
bioldgicas, unidades de estudio, etc.) adecuadas, modificar la manera de llevar a cabo el

estudio, o utilizando métodos de andlisis que ayuden a remover o quitar el sesgo.

La seleccién por conveniencia, muchas veces es la mejor manera de seleccionar los ele-
mentos que se incluyen en la muestra, ya que, el investigador (experto) conoce a fondo la

problematica del fendmeno[18]. También se puede utilizar alguna técnica de muestreo.

Siempre teniendo en mente que un amplio conocimiento del fendmeno para la seleccidn es

fundamental.

Un aspecto importante, en la poblacion de referencia, es que no se quiere estimar media
o varianza en las unidades de estudio, s6lo se utiliza el método de seleccidon para poder

sistematizar la seleccion.

3.5. Criterios de Inclusion

Los conceptos mencionados en este capitulo(Poblacion de referencia, estratos de reactivi-
dades, espectro de la enfermedad), son los aspectos metodoldgicos que deben de tener la
muestra de precision y poblacion de referencia al momento de seleccionar e incluir los

especimenes a cada conjunto.

Los aspectos metodoldgicos varian dependiendo del ensayo que se vaya a realizar.
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3.5.1. Criterios de inclusion para muestra de precision

Retomado lo mencionado, la muestra para el ensayo de precision no requiere que los es-
pecimenes provengan de la poblacidn objetivo en donde se pretende emplear la prueba/méto-

do. Por lo que el unico criterio que deben de cumplir los especimenes es:

e No es necesario que provengan de la poblacion objetivo en donde se desee implementar

la prueba;

e Las reactividades deben de ser iguales o parecidas a las declaradas por el fabricante.

3.5.2. Criterios de inclusion para poblacion de referencia

La poblacion de referencia es la muestra que se utiliza para verificar los pardmetros de des-

empefio de una prueba; sensibilidad y especificidad.

Para la poblacion de referencia se tienen tres categorias de criterios de inclusion para los

especimenes, los poblacionales, metodolégicos y los de laboratorio.
3.5.2.1. Criterios de inclusion epidemiolégicos

Son las caracteristicas de la poblacion objetivo.
e Rarza;
e FEdad;
e Sexo;
e Region;
3.5.2.2. Criterios de inclusion clinicos

Son referentes al espectro de la enfermedad.

e Especimenes de las subpoblaciones reactiva y no reactiva,
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e Representatividad del espectro de la enfermedad. Incluir especimenes de diferente

reactividad(i.e. baja, media, etc.) de ambas subpoblaciones,

e Incluir especimenes desafiantes(i.e. cercanas a los limites de deteccion reactivo y no
reactivo). Estos especimenes se encuentran en los grupos bajo reactivo y alto negati-

V0.

3.5.2.3. Criterios de inclusion de laboratorio

Especimenes caracterizados con la referencia. Estos especimenes deben ser adecuados para

realizar estudios de verificacion.
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capiTuLo 4

Ensayos experimentales

Definiciones operativas

Microplaca Arreglo rectangular que contiene los pocitos en donde se asigna la sustancia a

analizar. Esta compuesta de 8 filas y 12 columnas, teniendo un total de 96 pocitos.

Fraccion Parte representativa de una muestra bioldgica.

Los ensayos realizados durante una verificacion, son lo que ayudardn a concluir el desem-
peio de la prueba. Los ensayos se basan en los protocolos/guias EP(Evaluation Protocol) por
sus siglas en Inglés, desarrollados por la CLSI(Clinical & Laboratory Standards Institute),
con el fin de proveer estandares y guias para los profesionales dedicados a la salud. Para la

seccion de ensayos experimentales se utilizardn los protocolos;

e EP12-A2 (Protocolo de usuario para la evaluacion del desempeiio de la prueba cualita-
tiva) Este protocolo se utiliza para evaluar los pardmetros de sensibilidad-especificidad

o porcentajes de acuerdo positivo y negativo.

e EPI15-A2 (Verificacioén del Desempeiio de la Precision y Veracidad por el usuario) Se
emplea para medir la repetitividad en el laboratorio y entre cada uno de los ensayos

(error entrecorrida) y el error entre cada uno de los espécimenes(error Intracorrida).



Ensayos experimentales

4.1. Ensayos para precision

El planteamiento del ensayo se hace con base en el protocolo EP15-A2 de la seccion(Experimento

para Evaluar la Precision(seccion 6.2)).

“El experimento para evaluar la precision proporciona al usuario procedimientos guia para
demostrar el desemperio de precision. Usualmente, el fabricante realiza dos tipos de sefiala-
mientos de precision-repetitividad (precision intracorrida) (o) y precision del laboratorio
(01). Esta seccion proporciona métodos estadisticos para identificar desviaciones gruesas

para ambos tipos de sefialamientos.”

Para el ensayo primero se necesitan identificar los factores que influyen en la respuesta. Para
lo que se hace referencia a la seccion “Procedimiento especificos” (seccion 8.2) del protocolo

EP15-A2 (ver seccién 5.1) en la que establece;

“Analice una corrida por dia con tres replicas para cada una de dos concentraciones, dia-
riamente por cinco dias.”

Con la frase anterior se identifican los siguientes factores;
e cantidad de dias(cinco);
e numero de réplicas por dia(tres);
e cantidad de concentraciones(dos);

El objetivo del experimento es comparar la precision obtenida en el laboratorio con lo decla-
rado en el inserto por el desarrollador. Se verifican la precision; intracorrida (repetitividad
y entrecorrida (Precision del Laboratorio). Para calcular la precision se utilizan las expre-

siones del protocolo EP15 seccion (8.4 y 8.5 con todos sus incisos o s6lo los aplicables).

Hay que hacer énfasis en la cantidad (dos) de concentraciones o niveles de respuesta especi-

ficadas en la EP15-A2, pudiendo variar entre desarrollos aumentando o disminuyendo.

La definicién de los niveles de respuesta (o concentraciones) bajo, medio, alto, etc., son

conceptos de utilidad técnica. Los niveles se emplean en ambos ensayos (precision y des-
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4.1.1 Asignacion de especimenes para verificacion de precision

empefio). En el caso de los ensayos de precision, los niveles se seleccionan acorde a lo
especificado en el inserto de la prueba, siendo que, lo que se busca es demostrar que la

precision(repetitividad) de la prueba se encuentre en el rango especificado por el fabricante.

Para esta tesina se utilizaran los niveles bajo, medio y alto para ambos ensayos. Para el
ensayo de desempefio, los limites de cada nivel estdn definidos en las tablas de las secciones
6.3.5.3 y 6.3.5.4. Para el ensayo de precision solo se utilizan los niveles (bajo, medio y alto)

sin especificar algun valor.

Algunas debilidades estadisticas identificadas en el ensayo para la precision son que, el pro-

tocolo EP15-A2 no hace recomendaciones de:
e como seleccionar los especimenes;
e cOomo asignarlos a la microplaca.

Para complementar esta debilidad, se propuso un algoritmo que seleccione y asigne los es-
pecimenes a la microplaca. En la seccion 4.1.1 se propone un algoritmo para la asignacion

de los especimenes de manera aleatoria en la microplaca.

4.1.1. Asignacion de especimenes para verificacion de precision

Como se menciona en la seccidén 3.3.2, en esta tesina se utilizan 5 especimenes de cada
concentracion (bajo, medio y alto), quince (15) en total. Cada espécimen de cada nivel, se
fracciona en 3 fracciones (ver Definiciones operativas) para asi obtener las 15 muestras (frac-
ciones) recomendadas por nivel de concentracion. El fraccionamiento de los especimenes se
realiza para cada uno de ellos, para asi obtener las 45 muestras(fracciones) para el ensayo de

precision.

Como el ensayo se ejecuta en cinco dias, esto implica que se asignardn nueve fracciones
por dia a cada microplaca, tres (3) de cada nivel de respuesta. Una microplaca se puede
representar como una matriz de 8 filas x 12 columnas, en donde cada entrada representa un

pocito de reaccién en la microplaca. A continuacidn, se propone un algoritmo que considera
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a los tres niveles de respuesta utilizados.

Una vez caracterizados los grupos, las fracciones se deben asignar de manera aleatoria a los

pocitos en la microplaca, con el fin de no introducir errores sistematicos.

Algoritmo de asignacion de especimenes para ensayo de precision

44

1)

2)

3)

Con los grupos caracterizados se generan conjuntos, que representan a cada poblacién

de nivel de respuesta. Para lo que se generan los conjuntos B, M y A, en donde;
e B es el conjunto de fracciones con nivel de respuesta bajo;
e M es el conjunto de fracciones con nivel de respuesta media;
e A es el conjunto de fracciones con nivel de respuesta alta;

Con los conjuntos poblacionales generados, se generan los conjuntos de fracciones que
se evaluaran por dia, a los que se les denomind: “bloque’. Para generar los bloques se
genera la secuencia de numeros dia = {1, 2, 3,4, 5} en donde cada elemento representa
un dia de ensayo. El fin de generar los bloques es conjuntarlos en una matriz a la que
se le denominé como: Poblacién de precision. De los elementos de la secuencia “dia”,
se selecciona uno al azar sin reemplazo para generar los “bloques” hasta tener todos

los bloques (cinco).

Del nimero al azar seleccionado en el punto uno, se genera el grupo de fraccio-
nes(bloque) con las que se hara el ensayo en cada dia. Estos grupos se generan se-

leccionando una muestra al azar sin reemplazo de cada grupo (B, My A).

Hay que recordar de la seccion 4.1.1 que, para los cinco dias, solo se requieren quince
fracciones en total, cinco de cada nivel. Esto implica que en cada bloque solo hay una
muestra de cada nivel (B, M y A) diferente. Por lo que, cada vez que se selecciona un
elemento de los grupos B, M y A, se produce un proceso iterativo de tres ciclos, esto

es, para un elemento seleccionado de B, M o A se ejecuta lo siguiente;

e [teracion 1: Se selecciona un elemento de un grupo (B, M o A) al azar sin reem-
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plazo y se selecciona en un pocito de la microplaca al azar;

e Iteracion 2: Se asigna el mismo elemento de la iteracién uno a otro pocito de la

microplaca, seleccionado al azar y sin reemplazo;

e Iteracion 3: Se asigna el mismo elemento de la iteracién uno a otro pocito de
la microplaca, seleccionado al azar y sin reemplazo. Termina la asignacion del

elemento de alguno de los grupos.

4) El proceso del punto tres es iterativo de tres ciclos, por lo que, en cada bloque se tienen
nueve(9) asignaciones en los pocitos de la microplaca (tres de cada grupo B, M y A).

Terminando la generacion del bloque.

5) El procedimiento del punto cuatro es iterativo de cinco ciclos. Cuando se generan
los bloques se conforma la “Poblacién de precision”, mencionada en el punto uno.
Teniéndose asi las 45 observaciones independientes que se utilizaran en todo el ensayo

de precision.

4.2. Diseno experimental para desempeno

En la seccion 3.4.1 se mencionaron las caracteristicas que debe de contener el grupo de
especimenes para el experimento de desempefio, este experimento se ejecuta una sola vez y
los resultados obtenidos con el método se utilizan para calcular la sensibilidad y especificidad
de la prueba. Para lo que es necesario estratificar la poblacion (banco de material biol6gico),

para posteriormente seleccionar la poblacién de referencia.

4.2.1. Estratificacion de material biologico

Se tiene el banco de material biolégico con las subpoblaciones reactivas y no reactivas, la

generacion de los estratos son determinados por el experto técnico. Para generar los estratos;

e Se definen los limites inferiores y superiores, partiendo del valor de corte con su error.

A partir de este valor, se generan los grupos de baja reactividad positiva y de alta
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reactividad negativa. El valor de corte puede variar entre pruebas;

e Posteriormente se definen el resto de los limites con los que se generan los estratos
faltantes de las subpoblaciones. Los de media y alta reactividad en el caso de la sub-

poblacion reactiva y mediana y baja reactividad para la subpoblacion no reactiva.

4.2.2. Algortimo de seleccion para poblacion de referencia

La muestra de desempeiio tiene como objetivo evaluar la clasificacion de las subpoblaciones
utilizando una prueba/método, requiriéndose para dicho objetivo una muestra que represente
de la mejor manera el intervalo de respuesta (espectro de la enfermedad) del que se dispon-
ga, a la cual se le denomina: poblacién de referencia. Para seleccionar a esta poblacion de
referencia, se generan tres estratos, bajo, medio y alto, en cada subpoblacion (reactiva y no
reactiva), en donde cada estrato representa las diferentes reactividades. Con estos estratos, se
seleccionan al azar especimenes de cada uno. El procedimiento para generar los estratos, se

describe en el siguiente algoritmo.

Descripcion del algoritmo de seleccion y asignacion de la poblacion de referencia

e Con el material bioldgico estratificado (seccion 4.2.1), se seleccionan especimenes
aleatoriamente de cada estrato, hasta tener el nimero especimenes de cada nivel de

reactividad de cada subpoblacion;

e Del estrato bajo reactivo de la subpoblacion reactiva, es importante que, al momento

de la seleccion, ésta incluya los especimenes desafiantes.

e Con los especimenes de las subpoblaciones reactiva y no reactiva, se conforma la po-
blacion de referencia. Con la que se realizard la verificacion de desempeino (validez

externa).
e Una vez seleccionadas los especimenes se asignan de manera aleatoria a la microplaca.

En la discusion se habla acerca de la muestra (poblacion de referencia).
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4.2.2 Algortimo de seleccion para poblacion de referencia

En el capitulo 6 se desarrolla un ejemplo aplicando la metodologia descrita.
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CAPITULO 3

Analisis de datos

En la seccion 2.2.2 se mencionaron los pardmetros que se pueden evaluar en una verificacion.

Siendo el andlisis y la ejecucion de los ensayos experimentales los mismos para todos los
parametros independientemente de los parametros que se quieran verificar(de acuerdo o de

precision diagndstico).

Aunque la ejecucion y andlisis de los pardmetros se realice de la misma manera, tienen

diferente utilidad.

5.1. Analisis del experimento de precision

Para analizar la precision se utilizan las expresiones del protcolo EP15-A2 (seccién 8 con

todos los subincisos)

5.1.1. Analisis de precision intracorrida

Para calcular la precision intracorrida se utiliza la siguiente expresion;



Andlisis de datos

5, = ' (5.1)
En donde:
s, = Varianza intracorrida,
D = ndmero de dias(cinco),
n = numero total de replicas por dia (tres),
x4; = resultado de la réplica i por dia d, y,

X4 = promedio de todos los resultados por dia d.

5.1.2. Analisis de precision del laboratorio

Se calcula el término de varianza (Varianza de la media diaria), sl% , para la media diaria

D
Z(J?d - %)’
ﬁ:dﬂD_l (5.1)

En donde:
X4 = promedio de todos los resultados por dia d ( x; es el promedio por dia 1), y
x = promedio de todos los resultados.

Después se calcula s1 (Precision del laboratorio) de la siguiente manera:

n—1
§1 = \/ .52+ si (5.2)
n

En donde n = nimero de réplicas por corrida (tres).
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5.1.3 Comparacion de la Repetitividad Estimada con la definida por el fabricante

5.1.3. Comparacion de la Repetitividad Estimada con la definida por el

fabricante

Para realizar la comparacion se utiliza el valor calculado en la seccién 5.1.1 y se compara
con la declarada por el fabricante/desarrollador. Si el fabricante la reporta en términos de
coeficiente de variacion, se transforma a la desviacion estandar de la concentracion promedio

de todos los resultados de los especimenes analizadas, teniéndose;

or=CV Y, -x (5.1)

En donde:
CV %, Es la repetitibilidad definida por el fabricante
Si la desviacion estandar de la repetitibilidad estimada es menor a la definida por el fabri-

cante, entonces se ha demostrado que la precision es consistente con lo declarado.

5.1.4. Comparacion de la Precision Estimada Intralaboratorio con la

definida por el fabricante

Para realizar la comparacion se utiliza el valor calculado en la seccién 5.1.2 y se compara
con la declarada por el fabricante/desarrollador. Si el fabricante la reporta en términos de
coeficiente de variacion, se transforma a la desviacion estandar de la concentracion promedio

de todos los resultados de los especimenes analizados, teniéndose;

o1 =CV Y, X (5.1)

En donde:

CV %; Es el coeficiente de variacion intralaboratorio declarado por el fabricante
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Si la desviaicon estandar estimada intralaboratorio es menor a la definida por el fabricante,

entonces se ha demostrado que la precision es consistente con lo declarado.

5.2. Analisis del ensayo de desempeio

Para estimar la sensibilidad, especificidad, porcentaje de acuerdo positivo y negativo se uti-

lizan las tabla de contingencia 2 X 2 como la tabla 5.1.

Criterio de precision diagndstico

Positivo (+) Negativo (-) Total
_8 Verdaderos
S Positivo (+) Falso Positivo VP + FP
= Positivos
=
> Falso Verdaderos
L | Negativo (-) VN + FN
Q Negativo Negativos
o)
=
‘é) Total VP + FN FP + VN N

Tabla 5.1: Tabla de contingencia para evaluar sensibilidad y especificidad.

5.2.1. Sensibilidad y Especificidad

Para la sensibilidad y especificidad, se utilizan las siguientes expresiones;

Verdaderos Positivos

Sensibilidad = — -
Verdaderos Positivos + Falsos Negativos
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5.2.2 Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo

Verdaderos Negativos

Especificidad =
SPECHiCICA®= Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Falsos Negativos

Tasa de Falsos Negativos = — -
g Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

. Falsos Positivos
Tasa de Falsos Positivos =

Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

5.2.2. Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positi-

VO

Al igual que la sensibilidad y especificidad, los porcentajes de acuerdo positivo y negativo,
se calculan utilizando una tabla similar a la tabla 5.1. Con expresiones similares a las de la

seccion 5.2.1.

Ahora la tabla que se utiliza adopta la siguiente forma;

Prueba de referencia

':'E Positivo (+) Negativo (-) Total
= | Positivo (+) a b a+b
é Negativo (-) c d c+d
\g Total a+c b+d n

Tabla 5.2: Tabla de contingencia para evaluar porcentajes de aucerdo positivo y negativo.
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Las expresiones con las que se calculan los porcentajes de acuerdo son;

5.2.3.

Porcentaje de Acuerdo Negativo = 100 X (—)

Porcentaje de Acuerdo Positivo = 100 X ( j )
a+c

a+d
n

Porcentaje de Acuerdo de la prueba = 100 X (

Interpretacion de los parametros Sensibilidad, Especificidad, Por-

centaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo

Es importante diferenciar los pardmetros, ya que, aunque aritméticamente se obtienen de la

misma manera su confiabilidad no es la misma. Estas diferencias residen en qué;

e La tabla 5.2, no representa la condicion de interés, proveyendo la frecuencia de con-

cordancia con la prueba de referencia, contrario a la tabla 5.1 que provee informacion

de la frecuencia en que el método evaluado identifica correctamente(asignando una

probabilidad) la condicién de interés;

e La mayor desventaja de los Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo

Positivo es que, no son una medida de asercion, ya que dos pruebas pueden concordar

y ambas ser incorrectas, 6 dos pruebas pueden concordar pero ambas tener un Porcen-

taje de Acuerdo Positivo y Porcentaje de Acuerdo Negativo deficiente. Sin embargo,

cuando dos pruebas no concuerdan no implica que el método evaluado clasifique in-

correctamente y que el de referencia lo haga correctamente.[13]
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5.3 Intervalos de confianza para Sensibilidad, Especificidad, Porcentaje de Acuerdo
Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo

5.3. Intervalos de confianza para Sensibilidad, Especifici-
dad, Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de

Acuerdo Positivo

Los intervalos de confianza son la precision que se obtuvo en el experimento realizado, el
cual estd fuertemente asociado al tamafio de muestra. Para obtener los intervalos de con-
fianza se utilizan las siguientes expresiones para Sensibilidad, Especificidad, Porcentaje de
Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo, los valores cambian segtn las tablas de

contingencia 5.1y 5.2.

Los intervalos de confianza consideran un 95 % de confianza para los pardmetros de las tablas

de contingencia. La manera de obtener los intervalos es;

5.3.1. I.C para Sensibilidad y Especificidad [1]

Qe —Q Qpse+Q

[100 x ( 1,se 2,se) ’ 100 x ( 1,se 2,se) 5.1)
3,se 3,se
En donde para sensibilidad;
Qpse =2 X VP +1.96 (5.2)
FN

= 2 S
Q2 se 1.96\/1.96 +4 X VP x (VP+FN) (5.3)
Qs =2 (VP +FN + 1.962) (5.4)
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En donde para especificidad;

Qjesp =2 X VN +1.96° (5.5)
VN
_ 2 _N
Qaesp 1.96\/ 1.962 + 4 x FP x (FP - VN) (5.6)
Qs 05p =2 (FP +VN + 1.962) (5.7)

5.3.2. I.C para Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuer-

do Positivo [1]

Para el caso de Porcentaje de Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo se utilizan
las expresiones 5.2, 5.3 y 5.4, cambiando las variables por las de la tabla 5.2, con lo que se

obtiene;

para Porcentaje de Acuerdo Positivo;

Q pap =2a+1.96 (5.1)
Qy pap = 1.964|1.962 + 22 (5.2)
2,PAP — 1 . atc .
Q3.pap =2 (a te+ 1.962) (5.3)

para Porcentaje de Acuerdo Negativo;

Q;.paN =2d + 1.967 (5.4)
4bd

=1.964[1.962 + [ —— 5.5

Q2.paN \/ + (b+d) (5.5)

Qs pan =2 (b +d+ 1.962) (5.6)
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CAPITULO 6

Ejemplo de Aplicacion

Para poner en préctica los conceptos expuestos en la tesina, se desarrollé un ejemplo en
donde se emplean para la verificacién de una prueba. El ejemplo solo contempla el aspecto de
la muestra, esto por tener de manera innata conceptos metodoldgicos y estadisticos, ademas
la verificacién de desempefio al involucrar aspectos metodoldgicos y estadisticos que no

estdn en las recomendaciones de los protocolos EP12-A2 y EP15-A2 .

Para la verificacion se utilizaron las definiciones operacionales del Laboratorio Nacional de
Referencia de la enfermedad de Chagas (InDRE-SSA), asi como informacién del material

de referencia.

Como comentario; cada laboratorio debe de definir sus propias definiciones operaciones y

material de referencia que representen sus condiciones de operacion.

6.1. Definicion del Problema

Se desea verificar una prueba seroldgica para diagnosticar la enfermedad de Chagas, de
interpretacion cualitativa cuyo método de deteccion es instrumental basado en el principio

de colorimetria.

Los pardmetros de desempefio son;



Ejemplo de Aplicacion

e sensibilidad 99 %
e especificidad 99 %
e valor de corte 0.317

Se verificaran la precision y desempefio de la prueba utilizando las recomendaciones de los

protocolos EP12-A2 (desempeiio) y EP15-A2 (precision).

6.2. Verificacion de precision

El objetivo de la verificacion de la precision es demostrar que las variaciones de las series de
trabajo en las condiciones del laboratorio sean aceptables dentro de los limites especificados

por el desarrollador.

6.2.1. Muestra de precision

Para la verificacion de la precision se debe de seleccionar un conjunto de especimenes(muestra)
conformada por niveles de reactividad cercanas o iguales a las declaradas por el desarrolla-

dor.
6.2.1.1. Criterios de inclusion de especimenes en la muestra

La poblacion de donde provienen estos especimenes no es un criterio de inclusion necesario
para que forme parte de la muestra, siendo que el objetivo de la verificacion de la preci-
sion es demostrar la variacion entre las series de repeticiones(intracorrida y entrecorrida) en
las condiciones del laboratorio en donde se pretende implementar el método, para después

comparar que la variacion observada sea consistente con la declarada por el desarrollador.

6.2.2. Seleccion de especimenes

Para la seleccion de estos especimenes se generan estratos con las diferentes reactivida-

des(baja, media, alta, etc.) con base en lo que esta declarado por el desarrollador y se selec-
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cionan el numero de especimenes(ver seccion 3.3.2) hasta tener el nimero que recomienda

el protocolo EP15-A2.

6.2.3. Asignacion de los especimenes a la microplaca

Para la asignacion se puede hacer utilizando un algoritmo que empleé técnicas de mues-
treo(ver secciones 4.1, 4.1.1 y Algoritmo de asignacion de especimenes para ensayo de pre-

cision)
6.2.4. Calculo de precision intracorrida y entrecorrida

Al terminar las series de trabajo de la precision entrecorrida se hacen los célculos correspon-

dientes al ensayo(ver seccion 5.1.1).

De igual manera se hacen los cédlculos correspondientes al ensayo para la precision entreco-

rrida(precision de laboratorio ver seccion 5.1.2)

Finalmente se calculan los coeficientes de variacion intracorrida(ver seccion 5.1.3) y en-
trecorroda(laboratorio ver seccion 5.1.4) y se comparan con lo declarado. Obteniéndose la

conclusién de la precision de la prueba en las condiciones en donde se desea implementar.

6.3. Verificacion de desempeiio

La verificaciéon de desempeio se enfoca en evaluar la correcta clasificacion de un conjunto
de especimenes caracterizados(poblacidn de referencia) para calcular los pardmetros de des-
empefio, estos parametros son; sensibilidad, especificidad, tasa de falsos positivos y tasa de
falsos negativos con base en lo observado en el ensayo. Finalmente se comparan los parame-
tros calculados con los declarados, de esta comparacion se espera que lo observado sea al

menos igual a lo declarado.

Para poder comparar la sensibilidad y especificidad de una prueba, es necesario compararla

contra un criterio de precision diagndstico(ver secciones 2.7.2'y 2.7.2.1).
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Para la verificacion del desempefio, se utiliza como guia el protocolo EP12-A2.

6.3.1. Poblacion objetivo

La poblacién objetivo de manera general se define de la siguiente manera; Individuos mesti-
zos mexicanos mayores a diez meses, de sexo indistinto, de cualquier regién geogréfica de la
Repiblica Mexicana con presunta infecciéon de Chagas, dividiéndose en 2 subpoblaciones;

poblacion objetivo reactiva y poblacion objetivo no reactiva.
Las subpoblaciones se definen de la siguiente manera;

Poblacion objetivo reactiva: En esta poblacion se distinguen dos grupos, los crénicos
sintomaticos y los crénicos asintomaticos la cual esta cuantificada por el intervalo de

respuesta reactivo;

Cronicos sintomaticos: Individuos mestizos mexicanos mayores a diez meses de edad,
sexo indistinto, infectados con Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas con sintomatologia asociada a la enfermedad (afecciones cardiacas, afeccio-

nes gastrointestinales), de cualquier region geografica de la Republica Mexicana;

Cronicos asintomaticos: Individuos mestizos mexicanos mayores a diez meses de edad,
sexo indistinto, infectados con la enfermedad de Chagas sin sintomatologia asociada

a la enfermedad, de cualquier region geografica de la Republica Mexicana;

Poblacion objetivo no reactiva: Individuos mestizos mexicanos mayores a diez meses
de edad, de sexo indistinto, no infectados con 7. cruzi, agente causal de la enfermedad
de Chagas, de cualquier region geografica de la Republica Mexicana sin resultado
positivo a enfermedad de Chagas. La poblacién no reactiva esta cuantificada por el
intervalo de respuesta no reactivo. Los especimenes caracterizados para esta poblacién

corresponden a casos descartados o confirmados como no reactivos.
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6.3.1.1. Espectro de la enfermedad

Para la enfermedad de Chagas el espectro de la enfermedad se refiere a la fase crénica
(sintomdtica y asintomadtica), conociéndose la sintomatologia que se presenta cuando se de-

sarrolla el estado de enfermedad.

6.3.1.2. Intervalo de respuesta

El intervalo de respuesta a la enfermedad de Chagas estd compuesto por el intervalo de

respuesta no reactivo y el intervalo de respuesta reactivo

6.3.2. Referencia

6.3.2.1. Material de referencia

El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR-InDRE SSA) cuenta con un banco de material
bioldgico caracterizado. El objetivo del banco es obtener material de control y referencia
con una calidad adecuada que permita calibrar reactivos diagndsticos de elaboracion propia,
evaluar el desempefio de equipos de diagndstico comerciales y ser utilizado en protocolos de

investigacion[6].

La seleccion de las muestras biolégicas que conforman el banco deben de cumplir carac-

teristicas:
e epidemioldgicas;
e clinicas;
e laboratorio.

Si cumplen estas caracteristicas, se confirman si son reactivas a la enfermedad de Chagas.

El tipo de especimenes que conforman el banco de material bioldgico son de dos tipos:

e Caso confirmado;
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e Caso descartado.

6.3.2.2. Caso confirmado

Un caso confirmado se define como: “Todo caso probable en quien se demuestre, por técni-
cas directas o indirectas (mayor a 10 meses de edad) reconocidas por el InDRE, la presencia

de T. cruzi.” [6]

6.3.2.3. Caso confirmado

Un caso confirmado se define como: “Caso probable en el que no se encuentra evidencia,

por técnicas directas o indirectas reconocidas por el InDRE, de T. cruzi” [6]

6.3.2.4. Caracterizacion de material biologico

Antes de seleccionar los especimenes que conformardn la poblacion de referencia, estas
se tienen que caracterizar con base en un método, si satisfacen este método, se agregan al
banco de material biol6gico, que es de donde se selecciona la poblacion de referencia. A este

método se le denomina criterio de precision diagndstica.

El laboratorio de la enfermedad de Chagas caracteriza especimenes provenientes de diferen-
tes estados de la Republica Mexicana. Para que estos especimenes puedan ser consideradas
para para tal fin, deben de contar con las caracteristicas de punto 6.3.2.1. Si los especime-
nes cumplen con esos requisitos, el laboratorio verifica la congruencia utilizando 4 pruebas
diagnésticas de diferente formato y que, en caso de ser cierto, se envian al banco de material

bioldgico. De lo contrario no se considera para esta aplicacion.

Se utilizan 4 pruebas diagndsticas para caracterizar con base en las recomendaciones de
la OMS(WHO) que recomienda al menos 3. Disminuyéndose la probabilidad de tener una

clasificacion erronea.
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6.3.3. Muestra para desempeio(Poblacion de referencia)

Se selecciona un conjunto de especimenes, del banco de material bioldgico(ver seccion

3.4.1).

La recomendacion que sugiere el protocolo EP12-A2 en cuanto a los especimenes hace refe-
rencia inicamente a “la poblacién blanco”. Especificando aquellos especimenes que presen-

ten el padecimiento.
Los grupos de las subpoblaciones seleccionados tienen las siguientes caracteristicas;

Para la poblacién objetiva reactiva, los grupos de baja respuesta corresponden por lo general
al grupo crénico asintomético, mientras que los de respuesta media y alta al grupo cronico
sintomdtico. Haciendo nuevamente énfasis en los especimenes desafiantes seleccionados en

el grupo bajo reactivo.

Para la poblacidn no reactiva, la unica consideracion es la representatividad del intervalo de

respuesta no reactivo, de igual manera haciendo énfasis en el grupo alto no reactivo.

Algunos padecimientos comparten caracteristicas bioldgicas, en el caso de la enfermedad de
Chagas estos padecimientos son la Leishmaniasis y Toxoplasmosis. Por lo que ademés de
los especimenes asociados al padecimiento(Chagas) también se deben incluir especimenes
para verificar que no existan reacciones cruzadas o inespecificas con los padecimientos con

los que comparte caracteristicas.

Para la inclusion de los especimenes, en este caso se utilizan tres criterios.
6.3.3.1. Criterios de inclusion de la muestra

Los criterios de inclusion son epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio
Epidemiolégicos

e Raza: Individuos mestizos mexicanos,
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e Edad: mayores a 10 meses,
e Sexo: Femenino o Masculino,

e Region: Cualquier estado de la Republica Mexicana

Clinicos

Para este ejemplo se utilizaron tres niveles de reactividad para cada subpoblacion, los niveles

fueron alto, medio y bajo.

La subpoblacion reactiva esta conformada por especimenes crénicos sintomaticos y asin-
tomaticos. El nivel de reactividad bajo lo conforman los crénicos asintomaticos(infectados).
Este grupo no tiene manifestaciones clinicas, teniendo un diagnéstico clinico negativo, sien-
do la respuesta positiva a pruebas seroldgicas la manera de confirmar la presencia de anti-

cuerpos anti Trypanosoma Cruzi.

Los niveles medio y alto de la subpoblacién reactiva lo conforman los crénicos sintométicos
(infectados y enfermos). Este grupo por lo regular cuentan con un diagndstico clinico positi-
vo siendo que presentan manifestaciones clinicas (alteraciones gastrointestinales, cardiologi-
cas y neuroldgicas). Ademads de contar con pruebas seroldgicas que confirman la presencia

de anticuerpos anti Trypanosoma Cruzi.

La subpoblaciéon no reactiva fueron especimenes que cuentan con diagnéstico clinico ne-
gativo y ademads cuentan con resultados de pruebas seroldgicas negativas a anticuerpos anti
Trypanosoma Cruzi. Los especimenes desafiantes se encuentran en los grupos bajo reactivo

y alto negativo.
Laboratorio

Todos los especimenes tienen 4 pruebas de diferente formato con resultado concordante.
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6.3.4. Tamano de la muestra

Por lo regular el tamafio de la muestra se calcula utilizando la expresion de una propor-

cion(expresion 3.1), que tiene la siguiente forma;

2
Z, P4
d2

6.1)

En donde:
e Probabilidad de éxito(p),
e Probabilidad de fracaso(q),
e Precision(d);
e Nivel de confianza(z)

Los tamafos de muestra obtenidos son los minimos. Se puede aumentar el tamafio de la

muestra si se dispone de material.

6.3.4.1. Tamano de muestra para subpoblacion reactiva

Sustituyendo los valores de la prueba(sensibilidad/falsos negativos o especificidad/falsos po-

sitivos) y el nivel de confianza se tiene que el tamafio de muestra es;
e Probabilidad de éxito(sensibilidad) =99 % 6 0.99,
e Probabilidad de fracaso(falso negativo) = 0.01 % 6 0.01,
e Precision(d) =5 % 6 0.05;

e Nivel de confianza(z) = 95 %(1.96)
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~(1.96%)(0.99)(0.01)
B (0.05)2

(6.2)

n=1521 =15 (6.3)

Teniéndose un tamafio de muestra de 15. Sin embargo, por la disponibilidad de material se

decide incrementar a 30 especimenes.
6.3.4.2. Tamaio de muestra para subpoblacion no reactiva

Sustituyendo los valores de la prueba y el nivel de confianza se tiene que el tamafio de

muestra es;
e Probabilidad de éxito(especificidad) = 99 % 6 0.99,
e Probabilidad de fracaso(falso positivo) = 0.01 % 6 0.01,
e Precision(d) =5 % 6 0.05;

e Nivel de confianza(z) = 95 %(1.96)

~(1.96%)(0.99)(0.01)
B (0.05)2

(6.4)

n=1521 =15 (6.5)

Teniéndose un tamafio de muestra de 15. Sin embargo, por la disponibilidad de material se

decide incrementar a 30 especimenes.

Con el calculo del tamafio de muestra de cada subpoblacion se tiene que la poblacion de
referencia contiene 60 especimenes. No olvidando agregar los especimenes para verificar

reactividad cruzada. Estos especimenes se seleccionan a criterio del experto.
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6.3.5 Estratificacion del material bioldgico

Para seleccionar los especimenes es necesario primero estratificar el material biolégico(banco

de material) para su posterior seleccion.

Los algoritmos secciones 4.2.1 y 4.2.2 se ejecutan a continuacion.

6.3.5. Estratificacion del material biologico

6.3.5.1. Definicion de limites superiores e inferiores

Se tiene un total de 1590 especimenes caracterizadas, de las cuales 1035 son de reactividad
positiva y 555 de reactividad negativa. Se generaron las subpoblaciones de referencia reactiva
y no reactiva a partir de especimenes seleccionadas de cada uno de los estratos (bajo, medio

y alto).

Para definir los limites inferiores y superiores utiliz6 un valor de corte de 0.317 con un error

del 10 % (ver seccién 3.1.4).

Para la reactividad positiva se obtuvo el limite inferior de 0.348, con lo que los especimenes
para reactividad positiva deben de ser seleccionadas con una reactividad mayor o igual al
limite inferior. La menor reactividad que se encuentra en el grupo positivo es 0.35, mientras
que la reactividad méaxima es de 2.03. Entre este rango se deben de definir los niveles que se

quiera estudiar.

En la reactividad negativa se obtuvo el limite superior de 0.285, siendo este limite la reac-
tividad maxima que el grupo negativo puede contener. En este grupo la reactividad maxima

que se tiene es 0.282 y la minima reactividad es de 0.033. Siendo el intervalo de seleccion.
6.3.5.2. Definicion de los limites de cada nivel

Los niveles generados fueron tres, bajo, medio y alto para la reactividad de cada grupo;

recordando que esta reactividad se mide en absorbancia (ver inicio Capitulo 3).
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6.3.5.3. Niveles para reactividad positiva

Para las reactividades de la subpoblacion reactiva se establecieron los siguientes niveles A

CRITERIO;

Limites de seleccion reactividad positiva

Reactividad baja ~ 0.348<m<0.450

Reactividad media 0.450<m<1.400

Reactividad alta m>1.400

6.3.5.4. Niveles para reactividad negativa

En el caso de las reactividades de la subpoblacion no reactiva se establecieron los niveles;

Limites de seleccion reactividad negativa

Reactividad baja ~ m<0.100

Reactividad media 0.100<m<0.200

Reactividad alta 0.200<m>0.282

En donde m representa la reactividad del espécimen seleccionado.

Con los limites establecidos se obtuvieron los siguientes estratos.

Para la subpoblacion reactiva, los estratos tienen los siguientes tamafios;
e Estrato bajo: 79;
e Estrato medio: 861;
e Estrato Alto: 95.

La subpoblacién no reactiva se conformé de la misma manera que la reactiva, los estratos

tienen el siguiente tamafio:

70 UNAM Estadistica Aplicada



6.3.6 Seleccion de especimenes y conformacion de la poblacion de referencia

e Estrato bajo: 207;
e Estrato medio: 256;
e Estrato Alto: 92.

Con los estratos generados en las subpoblaciones se procedié a generar la poblacion de

referencia.

6.3.6. Seleccion de especimenes y conformacion de la poblacion de re-

ferencia

Para la seleccion del los especimenes el protocolo EP12-A2 no recomienda alguna for-
ma/técnica. Por lo que se propuso un algoritmo (ver seccion 4.2.2) que emplea estratos de

reactividades para la seleccion de los especimenes de la poblacion de referencia.

6.3.6.1. Seleccion de especimenes en subpoblacion reactiva y conformacion de subpo-

blacion de referencia positiva

Los especimenes se seleccionaron al azar y sin reemplazo en cada estrato(ver seccion 4.2.2).
Recordando que el estrato de mayor importancia en esta subpoblacion es el bajo reactivo y
que debe de incluir especimenes con reactividades desafiantes. Esto es, con valores iguales

o cercanos al limite inferior de la reactividad positiva.

Comentario sobre el tamaiio la poblacion de referencia Originalmente se propuso un
tamafo de 30 para la poblacion de referencia, sin embargo, al momento de seleccionar los
especimenes en el estrato bajo reactivo se observo que de cada 10 poblaciones de referencia
seleccionadas solo 3 poblaciones de referencia seleccionaban al espécimen desafiante. Por
lo que se decidi6 aumentar el tamafio de muestra a 50 especimenes, con un tamafio de 35
para el estrato bajo reactivo. Con este tamaifio se observd que, de cada 10 poblaciones de
referencia seleccionadas, 7 poblaciones de referencia incluian al espécimen desafiante lo que

es “bueno” dada la variabilidad del fenémeno. En el Anexo D (ver seccion C.1), se puede
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ver el desempefio de la seleccion de las muestras con diferentes tamafio de estrato.
Finalmente, la poblacion de referencia tuvo los estratos con los siguientes tamaiios;

e Estrato bajo estd compuesta en este caso por el 44 % de los especimenes en el estrato

(79 espécimenes en total en el estrato), el tamafio de muestra fue 35;
e Estrato medio: 10;
e Estrato alto: 5.

En total la subpoblacién de referencia reactiva tiene 50 especimenes.

6.3.6.2. Seleccion de especimenes en subpoblacion no reactiva y conformacion de sub-

poblacion de referencia negativa

Al igual que para la subpoblacion de referencia reactiva, los especimenes de la subpoblacion

no reactiva se seleccionaron al azar y sin remplazo.

Para este caso el estrato de mayor importancia fue el alto negativo, con reactividades iguales

o muy cercanas al limite alto negativo.
Los tamafios de muestra fueron;
e Estrato bajo 6;
e Estrato medio: &;
e Estrato alto: 16.
Teniéndose una poblacion de referencia negativa de tamafio 30.

Conjuntando ambas subpoblaciones (reactiva y no reactiva), se tiene que la poblacién de

referencia contiene 80 observaciones (especimenes).

El algoritmo se ejecutd una sola vez, implementado en R. Los resultados se muestran a

continuacion.
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6.3.7. Ejecucion del algoritmo

6.3.7.1. Seleccion de especimenes de la subpoblacion reactiva

La muestra del estrato bajo reactivo cuenta con las siguientes reactividades;

[1] 0.350 0.359 0.362 0.362 0.365 0.367 0.380 0.383 0.385 0.387

[11] 0.387 0.389 0.396 0.402 0.402 0.407 0.409 0.414 0.416 0.419

[21] 0.424 0.425 0.426 0.426 0.428 0.428 0.428 0.429 0.429 0.432

o o o o

[31] 0.435 0.435 0.436 0.436 0.442

La muestra del estrato medio reactivo cuenta con las siguientes reactividades;

[1] 0.523 0.658 0.795 0.801 0.835 0.914 1.012 1.141 1.222 1.307

La muestra del estrato alto reactivo cuenta con las siguientes reactividades;

[1] 1.427 1.448 1.449 1.615 1.621

Con lo que la subpoblacion reactiva se compone de 50 especimenes.
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El histograma de la subpoblacion reactiva fue el siguiente;

Histograma subpoblacion de referencia reactiva

151
Absorbancia

16

101
1.2
0.8
04

5_

N [ ] L e I I

06 1.0 1.4
Absorbancia/Reactividad

Informacidn de PobRefReactivaVELISAN

Figura 6.1: Histograma subpoblacién reactiva.

La subpoblacién no reactiva se obtuvo de la misma manera que la reactiva, obteniéndose los

siguientes tamafios de muestra en los estratos;

Estrato bajo;

[1] 0.039 0.057 0.061 0.079 0.096 0.098

Estrato medio;

[1] 0.110 0.147 0.150 0.156 0.177 0.182 0.190 0.196

Estrato alto;

74 UNAM Estadistica Aplicada



6.3.7 Ejecucién del algoritmo

[1] 0.202 0.206 0.213 0.215 0.218 0.219 0.219 0.225 0.227 0.229 0.234
[12] 0.236 0.244 0.246 0.254 0.274

Con lo que la subpoblacién no reactiva se compone de 30 especimenes.
Su histograma se muestra a continuacion;

Histograma subpoblacion de referencia no reactiva

151
Absorbancia
101
0.25
0.20
0.15
0.10
5 4
O m
0.1 0.2 0.3
Absaorbancia/Reactividad

Informacion de PobRefMoreactivaSVELISAN

Figura 6.2: Histograma subpoblacién no reactiva.

Con ambas subpoblaciones obtenidas se conformo la siguiente poblacion de referencia;

[1] 0.039 0.057 0.061 0.079 0.096 0.098 0.110 0.147 0.150
.156 0.177 0.182 0.190 0.196 0.202 0.206 0.213 0.215
.218 0.219 0.219 0.225 0.227 0.229 0.234 0.236 0.244

.246 0.254 0.274 0.350 0.357 0.362 0.363 0.363 0.365

'_\
e
o o o o

.367 0.368 0.371 0.373 0.374 0.375 0.380 0.383 0.385
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[46] 0.386 0.392 0.399 0.401 0.409 0.410 0.410 0.412 0.414
[55] 0.414 0.417 0.418 0.418 0.421 0.428 0.428 0.432 0.435
[64] 0.435 0.442 0.591 0.592 0.766 0.795 0.801 0.811 0.916
[73] 0.973 1.081 1.202 1.403 1.425 1.443 1.745 1.820

El histograma se muestra continuacion

Histograma poblacion referencia

151
Absorbancia
16
101
1.2
08
04
5_
N [ ] L TH I I
0.0 0.5 1.0 15

Absorbancia/Reactividad
Informacion de PobReferenciaSvVELISAN

Figura 6.3: Histograma poblacién de referencia.

De los histogramas se observa que en la supoblacion reactiva falta informacién, sin embargo,
todos los especimenes satisfacen los criterios de inclusion para la poblacion de referencia,

teniendo utilidad la seleccion. En la poblacion negativa, no se observa falta de informacién.
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6.3.7.2. Grafico de densidades del banco de material biologico(poblacion objetivo)

En la seccién anterior se mostraron los histogramas, sin embargo, no se aprecia en donde se

superponen las subpoblaciones reactiva y no reactiva.

Curvas densidad Poblacion de referencia

Resultado D negativo |:| positivo

0.0 0.5 1.0 15
Absorbancia/Reactividad
Especimenes seleccionados, variable VELISAN

Figura 6.4: Gréfico densidades de poblacion de referencia.

En la grafica 6.4 se observa que las subpoblaciones no siguen una distribucion normal, aun-

que la seleccion tiene utilidad para la verificacion.
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6.3.7.3. Grafico de densidades de 1a muestra(poblacion de referencia)

La gréfica 2.1 es lo que de manera tedrica sucede en donde se observan poblaciones con
distribucién normal, sin embargo, en el grafico 6.5 se puede observar que el comportamiento

en la realidad no se acerca a la normal.

Curvas densidad Material banco

Resultado D negativo |:| positivo

6 -
4
2 -
O 4
00 05 10 15 20
Absaorbancia/Reactividad

Banco de material bioldgico, variable VELISAN

Figura 6.5: Gréfico densidades banco de material.

6.3.8. Asignacion de los especimenes a la microplaca(con arreglo 8 filas

x 12 columnas)

Para la asignacion se puede hacer utilizando un algoritmo que emplee técnicas de mues-

treo(ver seccioén 4.2.2)
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6.3.9. Calculo de parametros de desempeiio

Al terminar el experimento, se calculan los pardmetros de desempefio.

Los parametros de desempefio se calculan contando la frecuencia de las diferentes salidas de

los resultados.

Las posibles salidas son positivo(reactivo), no reactivo(negativo), falso positivo(resultado
positivo cuando no tiene el padecimiento), falso negativo(resultado negativo cuando tiene el

padecimiento).

Para calcular la sensibilidad y la especificidad, la frecuencia de los resultados del ensayo se

insertan en una tabla de contingencia de 2 x 2(ver seccién 5.2).

Retomando que los pardmetros pueden ser de(ver seccién 2.4);
e Acuerdo(Porcentaje de Acuerdo Positivo y Negativo) ver seccién 5.2.2,
e Precision diagnostica(sensibilidad y especificidad)

Cuando se calculan se comparan con los declarados. Lo que se espera es que sean al menos

iguales.
6.3.9.1. Alcance tipo de parametros

Independientemente del tipo de parametros que se declaren, ambos se calculan de la misma
manera, con la tabla de contingencia de 2 x 2. Aunque numéricamente se calculen de la

misma forma, su alcance para toma de decision no es el mismo.

Los parametros declarados de acuerdo indican si el método que se esta verificando tiene el

suficiente acuerdo con respecto al método con el que se estd comparando.[1]

Para la sensibilidad y especificidad del método que se esta verificando se compara contra
un criterio de precision diagnostico. La precision diagndstica de una prueba candidata se

refiere al grado de acuerdo entre la informacién de la prueba bajo evaluacion y el criterio de
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precision diagnostico. Ademas, con la sensibilidad y especificidad es posible calcular Valores

Predictivos Positivos y Negativos, no siendo posible con los pardmetros de acuerdo.[1]

Ver seccién 5.2.3 Interpretacion de los parametros Sensibilidad, Especificidad, Porcentaje de

Acuerdo Negativo y Porcentaje de Acuerdo Positivo

6.3.10. Calculo de intervalos de confianza

Con los pardmetros de desempeiio calculados se pueden obtener intervalos de confianza. Los
intervalos de confianza muy rara vez se declaran en las especificaciones de la prueba, sin
embargo, resultan ttiles a los usuarios para registrar el comportamiento en el tiempo de la
prueba. Muestra la precision de los estimadores de sensibilidad y especificidad, tamafio del

intervalo, asi como los limites superior e inferior.

Para calcular los intervalos de confianza el protocolo EP12-A2 recomienda las expresiones

de la secciones 5.3.1 y 5.3.2. Dependiendo de los pardmetros verificados.
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Parte IV

Conclusiones
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Discusion
Durante el desarrollo de la metodologia, se identificaron en los protocolos algunas debilida-
des estadisticas y metodoldgicas, proponiendo recomendaciones (ver secciéon Recomenda-

ciones) las cuales ayudarian a desarrollar protocolos adecuados para el fin, que es verificar

una prueba/método para clasificacién de individuos con alguna enfermedad.

Definir operativamente el concepto con el cual se definirdn los niveles de estudio requiere de
un amplio conocimiento del fendmeno, en este caso el concepto intervalo de respuesta reac-
tivo y no reactivo, que representa la cuantificacién del concepto de espectro de enfermedad
a partir del cual se pueden definir los niveles del estudio. Esto es importante saberlo siendo

aplicable a cualquier fendmeno con conocimiento similar que se desee estudiar.

En los experimentos de precision, ya se establecia previamente en la metodologia la seleccién
de las muestras a diferente nivel de respuesta(estratificacion), a lo que se complemento la
metodologia agregando la seleccion de la muestra de precision y la asignacion, ambas de

manera aleatoria en la microplaca.

Para la seleccion y asignacion se propuso un algoritmo que emplea las técnicas de mues-
treo como se revisan en la literatura (i.e. de una manera “rigida”). Esto es posible porque,
la poblacién que consiste en mediciones de reactividades, no se considera como criterio de
inclusion el origen (€tnico, socioecondmico, etc.) de estas reactividades, es decir; se pue-
den utilizar cualesquier especimenes siempre y cuando cumpla con los requisitos especifica-

dos(reactividad) para el experimento.

La principal duda y pregunta al momento de desarrollar algin estudio, yace en el disefio
de muestra con la que se pretende extrapolar las conclusiones a la poblacion objetivo. Este
disefio involucra la forma de seleccion de elementos y el tamafio que esta debe tener. Aun-

que desde el punto de vista estadistico, los especimenes de la muestra se deben seleccionar



Discusion

con alguna técnica de muestreo para evitar una posible dependencia, en algunos estudios de
cardcter bioldgico, tales como los seroldgicos, puede ser contraproducente, esto al no tener la
misma probabilidad de seleccion la variable que se desea medir en los especimenes, lo cual
puede sesgar la muestra, obteniéndose una muestra no util. Para atenuar este efecto, se suele
estratificar la poblacion en funcién de lo que se quiera estudiar, por lo que, es imperante que
se tenga un vasto conocimiento del fendmeno. Para la poblacion de referencia se propuso un

algoritmo para la seleccidon de las muestras en cada uno de los estratos definidos.

Al seleccionar una muestra, una de las principales preguntas recae en el tamafo de la misma
y, aunque es importante para obtener estimaciones con la precision establecida, en algunos
estudios, tales como en una verificacién de desempefio no se busca inferir algin parametro a
partir de la muestra. Lo que se busca es tener una muestra que sea representativa del espectro
de la enfermedad en una poblacién, por lo que la obtencién de una muestra “buena” depende
en gran medida del conocimiento del experto al momento de estratificar la poblacién y al
momento de seleccionarla (poblacion de referencia). Sin embargo, la “reactividad” que es la
variable que se mide, no tiene la misma frecuencia en la poblacion (i.e. la gran mayoria de
los casos se presentan en las reactividades medias a altas) siendo las reactividades bajas las
de menor frecuencia. Como se mencioné en la seccidon 3.4.1 hay ciertos especimenes que
siempre deben de estar incluidos en la poblacion de referencia, siendo esta una restriccion
importante al momento de emplear técnicas de muestreo. Esto porque se debe de buscar la
manera de que siempre se incluyan, para lo que se puede hacer de dos maneras; agregandolas
de manera consciente (a conveniencia) o aumentar el tamafno de muestra como se realizé en
la seccion 6.3.6, en este caso se considerd un tamafio de muestra del 44 % del total del estrato
bajo reactivo, seleccionando 35 de los 79 especimenes que tiene el estrato bajo reactivo, con
este tamafio, practicamente se “garantiza” que los especimenes de interés se encontraran en
la muestra(poblacion de referencia), siendo ademas que como se explic en la seccion 3.4.1
conforme aumenta la reactividad o disminuye, seguin sea el caso tiende a un evento seguro
pudiendo disminuir el nimero de especimenes de esas reactividades y aumentando en donde

es mas critico detectar posibles clasificaciones erroneas.
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Discusion

Los resultados de los ensayos experimentales con ambas muestras (muestra de precision
y poblacion de referencia), se comparan con los declarados en el inserto. Los resultados
declarados en el inserto se presentan como valores puntuales. Sin embargo, desde el punto
de vista de un fendmeno con gran variabilidad, no es del todo acertado reportarlos de esta
manera. En estos casos es mejor representarlos como intervalo de confianza, con un rango

que se considere plausible para la poblacién[19].

Aunque en el protocolo EP12-A2 los menciona e indica la manera de obtenerlos, muchas ve-
ces no se pueden comparar con los del método que se estd comparando al no estar reportados,
sin embargo, son de gran utilidad para los técnicos que aplican el método. Se recomienda
obtenerlos si el fabricante no los declara con los datos reportados en el inserto. En el algorit-
mo para seleccionar las muestras biologicas para la poblacion de referencia, se le asigné un
porcentaje de error al valor de corte, a partir del cual se seleccionaron los especimenes. Al no
estar reportado el error en el inserto se puede sobreestimar o subestimar el pardmetro, lo que
eventualmente conlleva a una posible seleccion de muestras en la poblacion de referencia
que no se puedan clasificar correctamente por la prueba bajo estudio, afectado los resultados

del estudio. Representando una debilidad metodoldgica en el disefio de la prueba.

Al reportar los resultados de una prueba verificada se debe tener precaucion, esto porque;
aunque se utilice un criterio de precision diagndstico con el cual se puede comparar cualquier
prueba, no implica que se deba de reportar como sensibilidad y especificidad que son los
parametros operativos del criterio de precision diagndstico, sino que se debe de reportar de
acuerdo a los parametros especificados en el inserto, ya sea sensibilidad, especificidad o

acuerdo.

Al reportar pruebas cuyos parametros son porcentajes de acuerdo; el porcentaje de acuerdo
total puede ser engafioso, ocurriendo que el porcentaje de acuerdo total es bueno en compara-
cién cuando el porcentaje de acuerdo positivo y negativo son muy bajos, siendo mejor utilizar
los porcentajes de acuerdo positivo y negativo como medida para caracterizar el desempefio

de la prueba.
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Discusion

La generalidad de los elementos que articulan a la metodologia en una verificacion se deter-
mina segun el objetivo que se establezca. Elementos tales como, criterios de comparacion,

poblacién(es), muestra(s), etc.

El criterio de precision diagndstico es el instrumento con el que se compara alguna prueba,
por lo que, es importante identificar el grado de generalidad que éste representa dado el
tipo de especimenes de determinada poblacién con el que estd sustentado, siendo aplicable

unicamente a esa poblacion.

Metodol6gicamente, el criterio de precision diagndstico utilizado por el laboratorio de Cha-
gas tiene validez interna y muy poca validez externa, esto sucede al estar ajustado Unica-
mente con especimenes provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana. Si
se pretendiera utilizar este criterio de precision diagndstico en otras poblaciones ajenas a la

mexicana, el error esperado estaria alejado del observado.

La verificacién del desempeiio implica verificar la validez interna y externa de la prueba.
Esto sucede porque, como se menciond, la prueba que se estd evaluando fue ajustada con
poblaciones ajenas a la mexicana o en el mejor de los casos, también se utiliz6 una muestra
de la poblacién mexicana para su ajuste, no necesariamente representativa(sesgada). Esto se
hace de esta manera siendo, que, lo que se busca con estas pruebas es poder tener mayor
poder de clasificacion del padecimiento en multiples poblaciones, por lo que tiene mucha
validez interna para las poblaciones con la que fue ajustada y limitada validez externa para
otras. Siendo necesario efectuar la verificaciéon de desempeiio para poder determinar si el
grado de validez externa que posee es util para ser empleado como método de clasificacion

en una poblacién diferente, en este caso la mexicana.
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Recomendaciones

Recomendaciones metodologicas muestra de precision

Criterios de inclusion

Como se explico el objetivo de la verificacion de la precision es la comparacion de varia-
ciones entre series de trabajo. No teniendo mucha importancia el origen de los especimenes,
sino solo su reactividad. Considerdndose como tnico criterio de inclusién especimenes con

niveles adecuados para comparar las variaciones observadas con las declaradas.

Estratificacion del material

En el protocolo EP15-A2, se recomiendan 2 niveles(estratos) de reactividad, sin embargo, el
numero de niveles debe de ser acorde a los especificado en el inserto/manual de la prueba,

estos por lo general son 3 niveles.

Recomendaciones estadisticas muestra de precision

Seleccion de los especimenes

Es posible utilizar técnicas de muestreo sin riesgo de sesgar la muestra. Esto porque los
niveles de reactividad ya estdn especificados. Ademds complementaria al protocolo EP15-

A2, no haciendo mencion/recomendacion alguna de la seleccion de los especimenes.



Recomendaciones

Asignacion de los especimenes

Es recomendable emplear técnicas de muestreo para la asignacion de los especimenes a la
microplaca, evitando introducir algin error sistematico. Complementando de igual manera
al protocolo EP15-A2, no haciendo mencion o recomendacion de los posibles errores que se

pueden introducir al momento de asignar los especimenes.

Recomendaciones metodologicas poblacion de referencia

Recomendaciones epidemiologicas

Origen de los especimenes

Para realizar el ensayo de los parametros de desempeno se utiliza el protocolo EP12-A2
como guia. Sin embargo, el protocolo hace algunas diferenciaciones en cuanto al origen de

los especimenes.

Esta diferenciacion consiste en el material biologico dependiendo de como se reporten los
parametros de desempeiio, algunas pruebas reportan pardmetros de acuerdo positivo y ne-
gativo que no es lo mismo que sensibilidad y especificidad. La diferencia esta en el alcance
que tiene un resultado emitido con la prueba, es decir, con la sensibilidad y especificidad
es posible calcular valores predictivos positivos y valores predictivos negativos, mientras
que con los pardmetros de acuerdo no es posible. Ademads, para verificar la sensibilidad y

especificidad de una prueba en necesario emplear un criterio de precision diagndstico.

Independientemente de como se declaren los pardmetros de desempeifio es deseable que se
utilicen especimenes provenientes de la poblacion objetivo en donde se pretende emplear la

prueba.
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Recomendaciones de laboratorio y clinicos

Caracterizacion de los especimenes

Los especimenes utilizados para la verificacion de desempeifio se seleccionan del banco de
material bioldgico. Este banco de material biolégico tiene la utilidad de criterio de preci-
sion diagnodstico, siendo que sus especimenes tienen criterios epidemioldgicos, clinicos y
de laboratorio. Por las caracteristicas mencionadas, el criterio de precision diagndstico tiene
“mucha” validez interna y limitada validez externa para poblaciones ajenas para la cual fue
ajustado lo cual metodolégicamente es adecuado para una verificacion. Por todo lo expuesto,
el objetivo de una verificacion se podria complementar redefiniéndose como: demostrar que
el método/prueba verificado tenga utilidad para clasificar con el desempeino declarado

individuos mestizos mexicanos con sospecha de enfermedad de Chagas.

Recomendaciones estadisticas para poblacion de referencia

Estratificacion del material

La estratificacion del material se genera dependiendo de su disponibilidad. Los niveles se
definen por parte del experto. El estratificar complementa al protocolo EP12-A2, que es el
que sirve de apoyo para la verificacién de desempefio, no mencionando o recomendando
criterios para generar niveles de reactividad. Por lo regular se utilizan 3 niveles para cada
subpoblacion de reactividad(reactiva y no reactiva); bajo, medio y alto. La cantidad de niveles

puede variar dependiendo del padecimiento/enfermedad.

Seleccion de los especimenes

Recordando que el objetivo es representar lo mejor posible el espectro de la enfermedad,
seleccionando especimenes de los niveles establecidos, incluyendo ademés especimenes que

desafien a la prueba/método. Esto se puede lograr utilizando técnicas de muestreo, sin em-
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Recomendaciones

bargo, la limitacién(ver Anexo D, seccion C.1) de las técnicas existe al intentar seleccionar
los especimenes desafiantes ya que se tiene que aumentar el tamaio de la seleccién para “ga-
rantizar” su seleccion. Por lo que su uso se limitaria a los grupos medio y alto. Mientras que,
para el grupo bajo reactivo y alto negativo, habria que analizar otras opciones para garantizar
la inclusion de los especimenes desafiantes utilizando métodos de muestreo y/o estadisticos.

Por lo regular y de manera empirica la poblacion de referencia se selecciona a conveniencia.

Al igual que para la seleccion de la muestra de precision, el protocolo EP12-A2, no hace
mencion/recomendacion de como seleccionar a los especimenes complementandolo habien-

do utilizando el método empleado.

Asignacion de los especimenes

Es recomendable emplear técnicas de muestreo para la asignacion de los especimenes a la
microplaca, evitando introducir algun error sistematico. Complementando de igual manera
al protocolo EP12-A2, al hacer menciéon o recomendacion de los posibles errores que se

pueden introducir al momento de asignar los especimenes.
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Conclusiones

En esta tesina se expusieron conceptos que reforzaron y complementaron los protocolos
vigentes (EP12-A2 , EP15-A2). Con lo expuesto se pretendié dar consistencia a este cono-
cimiento, que, si bien no es ajeno para los técnicos de esta area, es a veces complicado de
articular, con lo que se espera que este trabajo, pueda ayudar a explicar de manera sencilla
y concreta los conceptos en los que se centra una verificacién y los instrumentos para su

ejecucion.

De los conceptos expuestos, la poblacion de referencia es el concepto sobre el que una veri-
ficacion concluird el cumplimiento y la utilidad de la prueba. Articulando conceptos tedricos
de la enfermedad, metodoldgicos y estadisticos para su definiciéon. Considerandose el con-

cepto mas importante de una verificacion.

Finalmente, para obtener conclusiones aplicables a la poblacion objetivo, es muy importante
identificar la validez que aplica a los conceptos que articulan una verificacion, por ejemplo,
el criterio de precision diagndstico, el origen de los especimenes, confeccion de la prueba,

etc.
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Anexo A

Definiciones Operativas

Acuerdo Porcentaje total de casos en el cual dos métodos tienen el mismo resultado.

Chagas(Tripanosomasis Americana) Laenfermedad de Chagas es autéctona del continen-
te americano. Es causada por el protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, y se
transmite a humanos principalmente por el insecto vector triatdminos hematofagos o

por transfusion sanguinea.[6]

Criterio de precision diagnostico El mejor criterio disponible para establecer la presencia
o ausencia de la condicidn, evento o caracteristica de interés utilizando un solo método
o combinacion de métodos que incluyen pruebas de laboratorio, pruebas por imagenes,

patologia e informacion clinica, incluido el seguimiento.[1]

ELISA Acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 6 Ensayo por inmuno-

absorcion ligado a enzimas.

Especificidad Porcentaje de individuos sin la condicién blanco (como fue determinado por

el criterio de precision diagndstico) los cuales tienen valores negativos en la prueba.[1]

Espectro de la enfermedad Es el intervalo de la historia natural de la enfermedad en donde
un individuo ya estd infectado y puede ser diagnosticado, siendo probable o no la

aparicion de sintomas asociados a la enfermedad.



Anexo A-Definiciones operativas.

Factor de confusion Es un factor que puede variar en el interior de las poblaciones que
interesa comparar, que provoca cambios importantes en los valores de Y, y que ademads
en, en el proceso de obtencion de muestras, se presenta con mas intensidad o frecuencia

en algunas que en otras.[16]
Fraccion Parte representativa de una muestra bioldgica.

Historia natural de la enfermedad Se refiere a la progresion de un proceso de la enfer-

medad en un individuo con el tiempo, en ausencia de tratamiento.[34]

Inserto Manual que proveé el desarrollador en el cual se especifican la ejecucion de la

prueba, el estudio de precision, la sensibilidad y la especificidad.

Microplaca Arreglo rectdngular que contiene los pocitos en donde se asigna la sustancia a

analizar. Esta compuesta de 8 filas y 12 columnas, teniendo un total de 96 pocitos.
Muestra biologica Muestra de suero o plasma de algin paciente.
Panel Material caracterizado que no contiene una poblacion objetivo en especifico.

Pocentaje de Acuerdo Negativo(PAN) Pocentaje de casos que concuerdan cuando la refe-

rencia del método es negativa.

Pocentaje de Acuerdo Positivo(PAP) Pocentaje de casos que concuerdan cuando la refe-

rencia del método es positiva.

Precision(de medicion) la cercania al acuerdo entre resultados de pruebas independientes
obtenidas bajo condiciones estipuladas. La precision no se representa tipicamente co-
mo un valor numérico, pero se expresa cuantitativamente en términos de imprecision
- la desviacion estandar (SD) o el coeficiente de variacion (CV %) de los resultados en

un grupo de mediciones replicadas.[8]

Precision intralaboratorio precision en un tiempo definido y operadores, dentro de la mis-

ma instalacion y con el mismo equipo. La calibracion y reactivos pueden variar.[8]

Repetitividad el acuerdo mas cercano entre los resultados de mediciones sucesivas del
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mismo mesurando llevado a cabo bajo las mismas condiciones de medicion.[8]

Sensibilidad Porcentaje de individuos con la condicién de blanco (como fue determina-
do por el criterio de precision diagndstico) los cuales tienen valores positivos en la

prueba.[1]

Valor de corte para una prueba cualitativa, el umbral por encima del cual el resultado se

reporta como positivo y por debajo del cual el resultado se reporta como negativo.[1]

Validez Externa Representatividad de los elementos estudiados de la poblacién objetivo,
siendo las caracteristicas relevantes del proceso estudiado representativas de toda la

poblacién.

Validez Interna Comparabilidad de grupos que no difieren en caracteristicas relevantes a

la asociacion entre la variable X e Y.

Verificacion Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han cum-

plido los requisitos especificados.[5]

Zona de baja veracidad Region en donde la interaccion de las poblaciones reactivas y no
reactivas afectan la exactitud de la prueba, disminuyendo la probabilidad de clasifica-
cion del especimen, con respecto a los parametros especificados de la prueba. A los
resultados obtenidos en esta region se les clasifica como falso positivo, falso negativo

o indeterminado.
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Anexo B

Técnicas estadisticas

B.1. Muestreo Aleatorio Simple[2]

El muestreo aleatorio simple es un método de seleccion de n unidades en un conjunto de N
de tal modo qu cada una de las yC,, muestras distintas tengan la misma probabilidad de ser

elegidas.

B.1.1. Muestreo Aleatorio Simple con reemplazo

Se mide la unidad seleccionada y se regresa a la poblacidn. Si se hace esta operacion n veces,

se obtiene una muestra aleatoria simple seleccionada con reemplazo.



Anexo B-Técnicas estadisticas.

B.1.2. Muestreo Aleatorio Simple sin reemplazo

Se mide la unidad seleccionada y ya no se regresa a la poblacion. Se seleccionan las siguien-
tes unidades con igual probabilidad de las unidades que quedan en la poblacion. Si se hace

esta operacion n veces, se obtiene una muestra aleatoria simple seleccionada sin reemplazo.

Para el muestre aleatorio simple, se tiene una poblacién

Poblacion = {U;, Us, ...,Uy}

muestra = {uy,us, ..., un}

Por lo que en una muestra aleatoria cualquier elemento U; = 1, ..., N tiene una probabilidad
1/N de ser seleccionado en cualquiera de las extracciones, siendo la probabilidad n/N de que

el elemento este incluido en la muestra.

Los estimadores de media y varianza son;

N

Y =
i=1

3|

=y

v =GP =(1-4) 5

n

Para estimar el tamafio de muestra de una proporcidn, se utiliza la expresion 3.1(pagina 37)

B.2. Muestreo Estratificado[3]

Consiste en dividir a la poblacién en L subconjuntos o estratos, y cada uno de ellos seleccio-

nar una muestra probabilistica, de manera independiente de un estrato a otro.

Las 3 principales razones por las que se estratifica son:
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B.3 Tablas de contingencia[4]

e Estadistica: ocurre cuando la poblacion estd constituida por unidades heterogéneas y
tenemos una idea previa de los grupos de unidades mds homogéneas entre si, siendo

conveniente formar estratos.

e Por marco: Sucede cuando si para alguna parte de la poblacién se tiene un buen mar-
co, este se utiliza para el muestreo de esa parte y la o las otras partes de la poblacion
se muestrean utilizando otros marcos mas imprecisos y, posiblemente distintos esque-

mas(diseflos) de muestra.

e Costo: Se presenta cuando levantar la informacién de las unidades es complicado, para

lo que se construye un estrato con un tamafio de muestra pequefio.

Lo mas frecuente es que los tres criterios para la formacion de estratos coincidan, de modo
que los estratos formen unidades homogéneas con un mismo tipo de marco y con costos de

localizacién y captacion de informacion semejantes.

B.3. Tablas de contingencia[4]

Sean X e Y dos variables de respuesta categodrica, X con I categorias y Y con J categorias.
La clasificacion de sujetos en ambas variables tiene 1J posibles combinaciones. La respuesta
(X,Y) de un sujeto elegido aleatoriamente de alguna poblacion tiene una distribucién de pro-
babilidad. Una tabla rectangular que tiene I filas para las categorias de X y J columnas para
las categorias de Y muestra esta distribucion. Las celdas de la tabla representan las 1J posi-
bles salidas. Cuando las celdas contienen cuentas de frecuencia de salidas para una muestra,

la tabla es llamada “tabla de contingencia”, un término introducido por Karl Pearson.

Se utiliza 7;; para denotar la probabilidad de que (X,Y) ocurra en una celda en la fila i y
la columna j. La probabilidad de distribucién {r;;} es la distribucion conjunta de X y de
Y. Las distribuciones marginales son la fila y columna totales que resultan de sumar las
probabilidades conjuntas. Se denotan por {r;,} para la variable filay {7, ;} para la variable

columna, en donde es subindice “+” denota la suma sobre el indice; esto es,
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Estos satisfacen m;y = anj = Z
‘ i

J
informacion de una sola variable.

7Ti+:Z7Tij y 7T+J'=Z7Tij
J i

J

Z m;; = 1.0. Las distribuciones marginales proveen

En la mayoria de las tablas de contingencia, una variable, digase Y, en una variable de res-

puesta y la otra (X) es una variable explicativa. Cuando X es fija en vez de aleatoria, la nocién

de distribucion conjunta para X e Y ya no es significativa.

B.3.1.

Sensibilidad y Especificidad[4]

Se define a la sensibilidad como; Probabilidad condicional de que obtenga un resultado po-

sitivo, dado que realmente sea positivo.

Se define a la especificidad como; Probabilidad condicional de obtener un resultado negativo,

dado que realmente sea negativo.

En una tabla de contingencia se representa de la siguiente manera

Prueba de referencia

Positivo (+) Negativo (-)
Positivo (+) Verdaderos Falso Positivo
Positivos (a) (b)

Negativo (-)

Prueba diagndstica

Verdaderos

Negativo (d) Negativos (d)

Tabla B.1: Tabla de contingencia para evaluar una prueba diagnoéstica.

Para obtener la sensibilidad y especificidad se utilizan las siguientes expresiones;
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B.3.1 Sensibilidad y Especificidad[4]

VP

Sensibilidad = ———
VP+FN

Verdaderos Positivos

Sensibilidad = = '
Verdaderos Positivos + Falsos Negativos
VN
Especificidad = ————
VN + FP
Especificidad = Verdaderos Negativos

Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Hay que recordar que se estd evaluando una herramienta (prueba) de clasificacion, para la
cual se utiliza una poblacién de referencia para su comparacion y que esta disefiada para ser
utilizada en diversas poblaciones, existiendo variabilidad en la variable de respuesta (reactivo
0 no reactivo) al interior de la poblacién (seccion 3.2). Con ello en mente se espera que la
prueba tenga resultados erréneos, que se expresan como falsos positivos y falsos negativos.

La tasa de falsos negativos y falsos positivos se calculan con las siguientes expresiones;

FN

Tasa de Falsos Negativos = —————
VP+ FN

Falsos Negativo
Tasa de Falsos Negativos = 5 gatvos

Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

FP

Tasa de Falsos Positivos = ———
VN + FP

Falsos Positivos

Tasa de Falsos Positivos = - —
Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Con las expresiones presentadas en esta seccion se pueden determinar los pardmetros de
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desempefio de una prueba, los cuales se contrastaran con los declaradas en el inserto de la
prueba que se estd verificando. Si estos son al menos iguales o mayores, se concluye que el
desempefio de la prueba en la poblacion objetivo es el esperado. Concluyendo que la prueba
puede ser utilizada para el diagnodstico de alguna enfermedad. De lo contrario se concluye

que no tiene el desempefio esperado en la poblacion objetivo.
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Anexo C

Desempeno de algoritmos

C.1. Desempeiio algoritmo para seleccion de la poblacién
de referencia

En esta seccion se mostrara el desempefio con diferentes tamafios de poblaciones de referen-
cia. Esto ayudard a poder determinar si el tamafio de muestra es el adecuado, para satisfacer

los criterios de inclusion de la poblacion de referencia. El algoritmo es el siguiente;



Anexo C-Desempeio de algoritmos

absMinimaEstratoBajo <- min (DFDCABSVELISAN)

contadorMinimaContenida <- 0

contadorMinimaNoContenida <- 0

for(i in 1:1000) {
EstratoBajoReactivoSim = MuestraPobRef (n_bajo, DFDCAB)
sort (EstratoBajoReactivoSim$VELISAN)
EstratoMedioReactivoSim = MuestraPobRef (n_medio, DEFDCAM)
EstratoAltoReactivoSim = MuestraPobRef (n_alto,DFDCSA)
DFReactivoStrataSamplesSim = list (EstratoBajoReactivoSim,

EstratoMedioReactivoSim, EstratoAltoReactivoSim)
PobRefInfectadaSim = mergeDFStratasamples (DFReactivoStrataSamplesSim)
if (is.null (EstratoBajoReactivoSim) == FALSE) {
if (length (EstratoBajoReactivoSim) >0) {
absMinimaMuestra = min (EstratoBajoReactivoSim\S$VELISAN)
if (absMinimaMuestra == absMinimaEstratoBajo)

{

contadorMinimaContenida = contadorMinimaContenida + 1

else

contadorMinimaNoContenida = contadorMinimaNoContenida + 1

En donde:

DFDCAB, DFDCAM, DFDCSA: Vectores que contienen las reactividades bajo, media
y alta;

VELISAN: Es la reactividad(absorbancia) de los especimenes;
n_bajo, n_medio, n_alto: Es el nimero de especimenes a seleccionar de los estratos;
contadorMinimaContenida: Numero de veces que se selecciond el especimen desafiante;

contadorMinimaNoContenida: Numero de veces que no se selecciond el especimen de-

safiante;
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C.1 Desemperio algoritmo para seleccion de la poblacion de referencia

El algoritmo se ejecuté 1000 veces para los siguientes tamafios de poblacion de referencia.

Tamafo de la poblacion Tamafio Estratos
Bajo Medio Alto
15 9 4 2
30 15 10 5
50 35 10 5

Tabla C.1: Tamafio de poblacién para seleccion de poblacion de referencia.

Los resultados de cada poblacion fueron los siguientes:

Tamafo de la poblacion Conteo espécimen desafiante
Contado No Contado
15 217 783
30 318 682
50 678 322

Tabla C.2: Tamafio de poblacion para seleccion de poblacion de referencia.

Como se observa y se espera, de la tabla C.2, conforme aumenta el tamaio de seleccion del
estrato, aumenta el nimero de veces que se selecciona el especimen desafiante. En este caso

tiene una reactividad de 0.35.

Aunque en la seleccion de la poblacion de referencia, al ejecutar el algoritmo, el especimen
desafiante estaba incluido, la informacion de la tabla C.2 da indicios que para la seleccion
de los especimenes bajo reactivo, no es muy conveniente emplear este tipo de muestreo(por

estratos), para el resto de los estratos(medio y alto) no habria inconveniente en emplearlo.
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